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5.1 Überexpression von COUP-TFII in HUAEC . . . . . . . . . . . . . . . . 49
5.2 Hey2 Repression in HUAEC . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 61
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3.1 Puffer und Lösungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16
3.2 RT-PCR Ansatz . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
3.3 RT-PCR Mastermix . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
3.4 PCR Ansatz . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
3.5 PCR Protokoll . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
3.6 real-time PCR Reaktionsansatz . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23
3.7 real-time PCR - iCycler Programm . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23
3.8 Primer Sequenzen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24
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ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
EMSA Electrophoretic mobility shift assay
FKS Fötales Kälberserum
GAPDH Glyzerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
GFP green fluorescent protein
HBSS Hank’s balanced salt solution
HCl Salzsäure
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Herz-Kreislauf Erkrankungen sind die führende Todesursache in den industriellen
Ländern. Der größte Risikofaktor ist die Arteriosklerose, die durch fettreiche Ernährung,
Übergewicht, Bewegungsmangel, Rauchen und Alkohol begünstigt werden kann. Warum
Arteriosklerose nur in Arterien und nicht in Venen entsteht, ist nicht bekannt. Hier
könnten unterschiedliche Faktoren eine Rolle spielen: Blutdruck, Sauerstoffpartialdruck,
Zusammensetzung des Blutes oder anatomische Unterschiede zwischen Arterien und
Vene, die genetisch vorprogrammiert sind. Arteriosklerose ist eine progressive Erkran-
kung, die durch jahrelange Akkumulation von Lipiden und fibrösen Elementen in die
Arterienwand gekennzeichnet ist. Dies führt zur Entwicklung von Entzündungen und
Atheromen im betroffenem Areal1–4. Dieses Atherom kann die Arterie ganz verschließen
und dadurch lebensgefährliche klinische Komplikationen auslösen. Die Arteriosklerose
beginnt mit dem Eindringen von Lipiden in die innerste Schicht der Arterienwand: die
Endothelzellen. Endothelzellen sind die erste Barriere zwischen den, im Blut befindlichen,
potentiell gefährlichen Substanzen und dem Gewebe. Außerdem bilden Endothelzellen
in der Embryonalentwicklung erste vaskuläre Röhrchen. Diese Röhrchen differenzieren
sich weiter zu Arterien und Venen. Diese Differenzierung ist die Folge einer divergenten
Genexpression, die arterielle und venöse Endothelzellen schon in diesem frühen Stadi-
um unterscheidet. Diese Unterschiede zwischen arteriellen und venösen Endothelzellen
könnte zu neuen Erkenntnissen bei der Entstehung der Arteriosklerose beitragen. Die
folgenden Abschnitte geben eine kurze Einführung in die Anatomie des Kreislaufsystems
sowie seine Entwicklung.
1
1.1 Anatomie des Kreislaufsystems
1.1 Anatomie des Kreislaufsystems
Das menschliche Herz ist ein Hohlmuskel, der hinter dem Brustbein liegt. Seine Aufgabe
ist, den Bluttransport durch den Organismus zu sichern. Dabei wird zum einen die
Abbildung 1.1: Kreislaufsystem - Schemati-
sche Darstellung des Blutkreislaufsystems. Arte-
rien sind rot dargestellt, Venen blau. Aus5
Versorgung jeder Zelle mit Sauerstoff
und Metaboliten gewährleistet, zum an-
deren werden Stoffwechselendprodukte
zuverlässig abtransportiert. Das Herz ist
in eine rechte und eine linke Hälfte unter-
teilt. Das rechte Herz pumpt sauerstoff-
armes Blut aus den Venen in die Lunge,
wo es mit Sauerstoff angereichert (oxyge-
niert) wird. Aus der Lunge gelangt sau-
erstoffreiches Blut durch die Lungenve-
nen in das linke Herz. Von dort wird die-
ses Blut in die Körperschlagader (Aorta)
und weiter in arteriellen Gefäßen Rich-
tung Körperperipherie gepumpt. Blut-
gefäße sind aufgrund ihres Aufbaus und
Funktion in mehrere Gefäßtypen un-
terteilt: Arterien (Abbildung 1.1 rot)
transportieren sauerstoffreiches Blut zur
Körperperipherie, wobei sie sich zu klei-
neren Gefäßen, den Arteriolen, verzwei-
gen. Diese Arteriolen verzweigen sich
wiederum zu Kapillaren, die durch ihre
durchlässige Membran den Austausch
von Flüssigkeiten, Nährstoffen, Elektro-
lyten, Hormonen und anderen Stoffen
zwischen Blut und Gewebe ermöglichen.
Der Abtransport des nun sauerstoffarmen Blutes erfolgt umgekehrt von kleineren in
größere Gefäße. Venolen sammeln das Blut aus den Kapillaren und transprotieren es in
den Venen (Abbildung 1.1 blau) von der Peripherie zurück zum Herzen5.
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1.2 Entwicklung des Kreislaufsystems
Arterien und Venen haben einen dreischichtigen Aufbau (Abbildung 1.2). Die mittlere
Wandschicht (Tunica media) ist aus glatten Muskelzellen aufgebaut, die ihre Spannung
verändern können und somit zur Regulierung des Blutdruckes beitragen. Nach innen
ist die Tunica media von der Intima ausgekleidet, deren innerste Schicht das Endothel
bildet. Endothelzellen haben also die wichtige Funktion, das Gewebe der Blutgefäße
vom Blut zu trennen. Nach außen wird die Tunica media von der bindegewebsartigen
Tunica externa umgeben, die von serösem Epithelgewebe abgeschlossen wird. Die Wand
der Arterien ist besonders stabil aufgebaut, da sie dem hohen Druck des aus dem
Herzen gepumpten Blutes Stand halten müssen. Dies zeigt sich insbesondere in der
Tunica media, deren Muskelgewebe bei Arterien sehr viel kräftiger gebaut ist, als bei
Venen. Der Blutdruck in den Venen ist viel niedriger als in Arterien, daher sind Venen
erheblich dünnwandiger. Ihre Wand ist nicht so kompakt aufgebaut, sondern besteht aus
Bindegewebe, in das bei kleinen Venen fast keine, bei größeren mehr Schichten glatter
Muskelzellen eingelagert sind.
Abbildung 1.2: Anatomischer Aufbau von Arterien und Venen - (aus Human
Physiology, Fox und Stuart)
1.2 Entwicklung des Kreislaufsystems
Endothelzellen spielen eine zentrale Rolle bei der Entwicklung des Blutgefäßsystems. Das
vaskuläre System ist das erste funktionale Organsystem während der Embryonalentwick-
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1.2 Entwicklung des Kreislaufsystems
lung. Die Entwicklung des Blutgefäßsystems beinhaltet zwei unterschiedliche Prozesse: (i)
Vaskulogenese, die Bildung des primitiven Gefäßnetzes und (ii) Angiogenese, den Umbau
und die Differenzierung dieses Gefäßenetzes zu Arterien, Venen und Lymphgefäßen6–10.
Der erste Schritt der Vaskulogenese ist die Differenzierung der endothelialen Progenitor-
zellen (Angioblasten) aus embryonalem Mesoderm. Diese Progenitorzellen bilden dann
Vesikel, die durch weitere Morphogenese zu endothelialen Röhrchen werden. Somit sind
Endothelzellen die ersten Zellen, die das primitive vaskuläre Netz ausmachen. In der
anschließenden Angiogenese reift das vaskuläre System durch Sprossung, Elongation,
Proliferation und Migration endothelialer Röhrchen. Danach werden Muskelzellen und















Abbildung 1.3: Vaskulogenese und Angiogenese - Aus endothelialen Progenitorzellen
wird das primitive vaskuläre Netzwerk aus Arterien und Venen gebaut. Dieser Prozess wird
Vaskulogenese genannt. Während der Angiogenese differenziert das vaskuläre Netz in reife
Gefäße14.
Lange wurde angenommen, dass die Differenzierung der Blutgefäße in Arterien
und Venen eine Folge der unterschiedlichen Druckverhältnisse und der physiologischen
Parameter ist15. Molekularbiologische Untersuchungen zeigen jedoch, dass arterielle
und venöse Endothelzellen schon in der frühen Embryogenese genetische Unterschie-
de aufweisen16–18. Arterielle Endothelzellen exprimieren den Transmembranliganden
EphrinB219–23, während venöse Endothelzellen durch den EphB4 Rezeptor identifiziert
werden können17,24,25. Allerdings konnte gezeigt werden, dass EphrinB2 und EphB4
nicht für die früheste arterio-venöse Differenzierung notwendig sind18, was darauf hin-
deutet, dass eine andere Signalkaskade für diesen Prozess der Embryonalentwicklung
4
1.3 Notch-Signalkaskade
entscheidend ist. Es konnte gezeigt werden, dass die Notch-Signalkaskade, eine der wich-
tigsten Signalkaskaden, in der Entwicklung des Organismus auch für die arterio-venöse
Differenzierung eine kritische Rolle spielt26–30.
1.3 Notch-Signalkaskade
Die Notch-Signalkaskade ist ein hoch konserviertes System31–33, das eine essentielle
Rolle in der Zell-Zell-Komunikation27,34–36, Morphogenese und Somitogenese37,38, sowie
der Neuronalentwicklung26,27 und bei verschiedenen Erkrankungen28–30,39–48 spielt.
Notch Rezeptoren gehören zur Gruppe I der Transmembranproteine, die im trans-Golgi
Apparat prozessiert und durch die Protease Furin gespalten werden (Abbildung 1.4
S1)49.
Abbildung 1.4: Notch-Signalkaskade - Notch Protein wird zuerst durch Furin gespalten.
Nach der Interaktion mit Delta wird die Notch intrazelulläre Domäne gespalten und in
den Nukleus transloziert, wo sie zusammen mit weiteren Kofaktoren die Transkription von
bHLH-Proteine steuern50.
In Säugetieren sind vier Notch Isoformen (1-4) bekannt, die als Homo- oder Hete-
rodimere an der Plasmamembran präsentiert werden. Notch1 Expression ist in vielen
Geweben zu finden, einschließlich Herz und vaskulären Endothelzellen. Notch3 ist be-




Das Notch Heterodimer besteht aus einer extrazellulären Domäne, einer Transmem-
brandomäne und einer intrazellulären Domäne. Die extrazelluläre Domäne ist essenziell
für das Binden an die Notch-Liganden Delta-like 1, 3 und 4, sowie Jagged 1 und 255–57.
Durch die Bindung des Liganden wird die intrazelulläre Domäne durch Proteasen der
ADAM/TACE Familie gespalten (Abbildung 1.4 S2)58,59. Die abschließende Spaltung
durch γ-Secretase setzt die intrazelluläre Domäne ins Cytoplasma frei (Abbildung 1.4
S3)60–63. Die freie intrazelluläre Domäne wandert anschließend in den Nukleus und
interagiert mit dem DNA-Bindeprotein CSL und seinem Co-Faktor Master Mind 64–69.
Dieser Komplex bindet an die DNA und wirkt als Transkriptionsfaktor70–74. Die am
besten untersuchten Zielgene der Notch-Signalkaskade sind hairy-related basic helix-loop-
helix (bHLH) Transkriptionsfaktoren (Abbildung 1.5)65,66,71,75–77. Durch die Regulation
der bHLH Transkriptionsfaktoren greift die Notch-Signalkaskade auch in die Entwick-
lung der Blutgefäße ein. Die Aktivierung der Notch-Signalkaskade und ihrer Zielgene
sichert den Phänotyp der Arterien und ihres Endothels. Ein wichtiges Zielgen der
Notch-Signalkaskade ist der Transkriptionsfaktor Hey2, der ausschließlich in arteriellen
Endothelzellen exprimiert wird23,40,78–83.
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Abbildung 1.5: Proteinstruktur einer
bHLH-Domäne in einem Komplex mit
DNA - Die Untereinheiten des Proteindimers
sind gelb und blau dargestellt, die DNA als
räumliches Modell. Aus84
Hey-Gene gehören zur Familie der
bHLH Transkriptionsfaktoren (Abbil-
dung 1.5) und sind Zielgene der
Notch-Signalkaskade75,77,85–87 . Diese
hoch konservierten Transkriptionsfak-
toren spielen eine kritische Rolle in
der Somito-, Neuro-, Kardio- und Vas-
culogenese75,88. Im menschlichen und
im Mäuse-Genom sind drei Hey-Gene
identifiziert worden: Hey1, Hey2 und
HeyL89.
Alle Hey-Gene haben ein gemeinsa-
mes Grundgerüst (Abbildung 1.6). Die
basic domain wird gefolgt von dem helix-
loop-helix Motiv zur DNA-Bindung und
Proteindimerisation. Die anschließende
Orange Domain beeinflusst die Spezi-
fität der Interaktion zwischen Hey Monomeren90. Am C-Terminus der Hey-Proteine
befindet sich ein YRPW-Motiv, das für die Bindung an Interaktionspartner verantwort-
lich ist91. Hey-Gene fungieren als Repressoren88 oder können durch ihre bHLH Domäne
mit anderen Repressoren interagieren75,90,92–94.
Abbildung 1.6: Struktur der Hey-Gene - Schematische Darstellung der Struktur der
Hey-Proteine modifiziert nach10.
7
1.4 Hairy/Enhancer of split 2 - Hey2
Funktionelle Analysen haben gezeigt, dass das Hey2-Gen eine zentrale Rolle in der
Vaskulogenese spielt. Hey2 defiziente Mäuse haben ein stark beeinträchtigtes kardio-
vaskuläres System mit Klappendefekten, postnataler kardialer Hypertrophie, Kardio-
DLL4
Notch4
Hey1 , Hey2 
EphrinB2
Arterie
Abbildung 1.7: Hey2 Signaling - Notch-
Signalkaskade modifiziert nach95. Nach der Akti-
vierung von Notch4 durch seinen Liganden Dll4
wird die Transkription der Hey-Gene induziert.
Die Hey-Gene, sowie das Zielgen dieser Kaskade,
EphrinB2, steuern dann die Differenzierung der
Gefäße zu Arterien.
myopathien und vaskulären Abnor-
mitäten91,96–100. Insbesondere wurde ge-
zeigt, dass Hey2 eine wichtige Rolle in
der Determination der arterio-venösen
Differenzierung spielt. Die vaskulären
Abnormalitäten betrafen vor allem Ar-
terien, während Venen sich weitestge-
hend normal entwickelten23,101,102. Dies
wird auch durch die Tatsache bestätigt,
dass Hey2 präferenziell in arteriellen
Endothelzellen exprimiert wird. Prote-
ine der Notch-Signalkaskade tragen da-
mit zur Unterscheidung von arteriellen
und venösen Endothelzellen bei. Im Ge-
gensatz dazu zeichnet sich das venöse
Endothel durch eine nur schwach ex-
primierte Notch-Signalkaskade aus23,79.
Stattdessen wurde gezeigt, dass der chi-
cken ovalbumin upstream promoter tran-
scription factor II (COUP - TFII) wich-
tig für die Differenzierung des venösen
Endothels ist95,103.
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1.5 Chicken Ovalbumin Upstream Promoter Transcrip-
tion Factor II - COUP-TFII
COUP-TF wurde zuerst als ein Transkriptionsfaktor identifiziert, der an eine unvoll-
ständige Wiederholung der Sequenz AGGTCA des chicken ovalbumin promoters bin-
det104–109. COUP-TFs gehören zur Familie der Steroid/Thyroid-Hormonrezeptoren, die
als transkriptionelle Regulatoren in der Entwicklung, Differenzierung und Homöostase
eine zentrale Rolle spielen110–119. Den Namen orphan (Weisenkind) hat diese Rezeptor-
familie bekommen, da noch keine Liganden bekannt sind111.
DNA-Bindedomäne Liganden-Bindedomäne
Abbildung 1.8: COUP-TFII - Struktur der DNA- (PDB ID: 2EBL) und der Liganden-
Bindedomäne (PDB-ID: 3CJW120) von COUP-TFII. Erstellt mit MacPyMOL.
COUP-TFs haben eine zinc-finger DNA-Bindedomäne (Abbildung 1.8), welche hoch
konserviert ist. COUP-TFs können ihre transkriptionelle Regulation durch vier Mecha-
nismen ausüben: (i) Kompetition an einer DNA-Bindestelle (passive Repression)121. (ii)
Bildung eines Heterodimers mit dem retinoid x Rezeptor. Dadurch wird die Aktivität
dieses Rezeptors, der für die Bindung vieler anderer Rezeptoren benötigt wird, abge-
schwächt122. (iii) aktive Repression durch Interaktion mit dem Präinitiationskomplex123.
(iv) Transrepression durch einen Mechanismus der unabhängig von einer Bindung an
DNA ist123,124. COUP-TFs fungieren unter anderem als Regulatoren von Arrestin125,
HNF-1126, RARβ 127, PEPCK128, CYP7A1129, Nr1130, PPARgamma131 und Ratten-
Insulin II132. Das in dieser Arbeit behandelte COUP-TFII spielt eine entscheidende
Rolle in der Angio- und Kardiogenese133,134. Eine Deletion des COUP-TFII Genes in
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Mäusen führt zu Letalität im Embryonalstadium E10. Charakteristisch für diese Mutan-
ten ist ein Fehlen der Remodulation des primären Kapillarplexus zu kleinen und großen
Mikrokapillaren mit Hämorrhagie und Ödeme im Hirn und im Herzen133,135. Sogar
konditionelle COUP-TFII knock-out Mäuse, bei denen nur das Endothelium betroffen
ist, zeigen vaskuläre Defekte, Hämorrhagie, dünne dilatierte Gefäße und sterben bis
zum Embryonalstadium E1295. Die Expression von COUP-TFII in venösem und die
stark reduzierte Expression in arteriellem Endothelium wird immer wichtiger für ein
besseres Verständnis der arterio-venösen Differenzierung. Neue Ergebnisse zeigen, dass
COUP-TFII als venöses Markergen fungiert, eine kritische Rolle bei der Repression
der Notch-Signalkaskade spielt und dadurch die venöse Identität gewährleistet95. Es











Abbildung 1.9: COUP-TFII Signaling - Notch-Signalkaskade modifiziert nach You
et al. 200595. Nach der Aktivierung von Notch4 durch seinen Liganden Dll4 wird die
Transkription der Hey Gene in arteriellen Endothelzellen induziert. Die Hey Gene, sowie ein
Zielgen dieser Kaskade, EphrinB2, steuern dann die Differenzierung der Gefäße zu Arterien.
In venösen Endothelzellen wird die Notch-Signalkaskade durch das venöse Markergen
COUP-TFII blockiert. Der molekulare Mechanismus dieser Repression ist jedoch noch
nicht verstanden. Ausserdem konnte gezeigt werden dass COUP-TFII und EphB4 für die




Ein besseres Verständnis der Differenzierung in Arterien und Venen ist von großer
Bedeutung für neue therapeutische Ansätze in der Behandlung von Arteriosklerose.
Darüber hinaus könnte ein besseres Verständnis der Prozesse der Differenzierung von
Blutgefäßen genutzt werden, um eine Redifferenzierung, z.B. von Venen in Arterien, zu
erreichen. Dies würde einen enormen Fortschritt für Bypassoperationen bei Patienten mit
koronarer Herzkrankheit oder für AV-Shunt-Operationen bei dialysepflichtigen Patienten
bedeuten, da der operative Ersatz geschädigter arterieller durch venöse Gefäßabschnitte
häufiger zu Restenose und anderen klinischen Komplikationen führen kann136–141.
Eine Differenzierung in Arterien und Venen findet in der frühen Embryonalent-
wicklung statt. Es wurde gezeigt, dass diese Differenzierung schon vor dem Entstehen
eines Blutflusses in arteriellen und venösen Endothelzellen genetisch vorprogrammiert
ist142–147. Der wichtigste Unterschied zwischen arteriellen und venösen Endothelzel-
len ist die Tatsache, dass nur arterielle Endothelzellen Hey2 exprimieren23,40,78–83,
während venöse Endothelzellen präferenziell COUP-TFII exprimieren95. Da Hey2 Teil
der Notch-Signalkaskade ist70,78,91, liegt die Vermutung nahe, dass diese für den ar-
teriellen Phänotyp verantwortlich ist. Im Gegensatz dazu ist bisher wenig über die
Entwicklung des venösen Phänotyps bekannt. Insbesondere die Rolle von COUP-TFII
für die venöse Differenzierung von Endothelzellen ist bisher wenig verstanden. Ziele
dieser Arbeit sind:
1. Die bisher verfügbaren Transfektionstechniken erzielen nur äußerst niedrige Trans-
fektionsraten in humanen primären Endothelzellen. Daher soll ein virales Vektorsystem
etabliert werden, um Genmodulationen in diesen Zelltypen zu ermöglichen.
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2. Das venöse Markergen COUP-TFII soll in humanen primären arteriellen Endo-
thelzellen exprimiert werden, um den Einfluss dieses Transkriptionsfaktors auf die
Expressionsmuster der Proteine der Notch-Signalkaskade und des arteriellen Markers
Hey2 zu untersuchen.
3. Das arterielle Markergen Hey2 soll in humanen primären venösen Endothelzellen





Alle Chemikalien und Materialien, die hier nicht explizit erwähnt werden, wurden von
Sigma-Aldrich bezogen.
3.1 Chemikalien
1 kb DNA-Leiter Fermentas
100 bp DNA-Leiter Fermentas
BCA-Protein-Assay-Reagent-Kit PIERCE






Nuclear Extraction Kit Active Motif
peqGOLD TriFastTM peqLab
Plasmid Maxi Kit Qiagen
Prestained - Proteinmarker Invitrogen
Protease Inhibitor Cocktail P8340 SIGMA
random Primer Invitrogen
RNase-Out (RNase-Inhibitor) Invitrogen
















SuperScript II RNase H-Reverse Transkriptase Invitrogen
T4 DNA Ligase Promega
T4 Polymerase Promega
3.3 Zellkulturprodukte
DMEM high Glucose (4,5 g/l) PAA
FKS PAA





Medium 199 (M199) Gibco Invitrogen
optiMem Invitrogen
Penicillin (10000 U/ml) Gibco Invitrogen
Streptomycin (10000 µg/ml) Gibco Invitrogen
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Tabelle 3.1: Puffer und Lösungen
Tris-Acetat-EDTA (50 x TAE) Tris 2 M
EDTA (pH 8.0) 0,05 M
in dH2O




Tris-EDTA-Puffer (TE-Puffer) Tris-HCl (pH 8.0) 10 mM
Natrium-EDTA 1 mM
in dH2O
DEPC-Wasser 1 Tab.DEPC auf 1 l ddH2O
autoklavieren








-Gebrauchslösung 200 ml 5x Blotpuffer
200 ml Methanol
600 ml dH2O
10x TBS/T Tris-HCl (pH 7.5) 200 mM
NaCl 1,5 M
Tween 20 1 %
in dH2O
pH 7,4
APS Lösung APS 10 %
in dH2O
SDS Lösung 10 % SDS
in dH2O
PBS Lösung 1x Tab. PBS




Tabelle 3.1: Puffer und Lösungen
BSA Lösung 1 % w/v BSA
in PBS
4x Lämmli-Puffer SDS 4 %
Glycerol 60 %
Tris-HCl (pH 6.8) 250 mM
Bromphenolblau 0,02 %
in dH2O
-Gebrauchslösung Zusatz von DTT 400 mM
DTT-Lösung DTT 1 M
in dH2O
Blockierungslösung Milchpulver 5 %
in 1x TBS/T
Glutaraldehydlösung Glutaraldehyd 2 %
in PBS






Amersham Hybond-N GE Healthcare
Entwickler und Fixierer Kodak
Hyperfilm Amersham
PROTRAN (Nitrocellulose Membran) Whatman
Ultrazentrifugenröhrchen 50ml Beckman
3.6 Geräte
-86 Freezer Forma Scientific
AllegraX-15R centrifuge Beckman Coulter










Gefrierschrank comfort (-20°C) Liebherr
GeneFlash Syngene
Heizblock: Thermomixer comfort Eppendorf





Mikroskop: Axiovert 25 Zeiss
Mikroskop: Axiovert S100 (Fluoreszenz) Zeiss
Mikrowelle: 800 Watt Sharp








Spektrophotometer:WPA biowave S2100 Biochrom




Vortex Genie 2 Scientific Industries, Inc.
Waage: BP2100S Scientific Industries, Inc.





Alle Arbeitsschritte wurden unter sterilen Bedingungen in einer Sicherheitswerkbank
(Clean Air, Biohazard) durchgeführt. Medien und Puffer wurden vor Gebrauch im
Wasserbad bei 37°C temperiert. Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37°C in 5% oder
7,5% CO2-Atmosphäre in einem wasserummantelten Inkubator (Heraeus).
Isolation und Kultivierung von primären humanen Endothelzellen
Primäre humane arterielle (HUAEC) und venöse (HUVEC) Endothelzellen wurden aus
Nabelschnüren isoliert. PBS, Inkubationswasser und Medium wurden im Wasserbad auf
37°C temperiert. In die Arterie (oder Vene) wurden von beiden Seiten Nadeln mit einem
Verschluss eingeführt. Zuerst wurden Blutreste mit PBS ausgespült. Danach wurde 0,5%
Kollagenase II infundiert. Die Nadeln wurden mit Hilfe von Verschlüssen geschlossen
und die Arterie wurde für 20 min in einem Wasserbad bei 37°C inkubiert. Abgelöste
Endothelzellen wurden mit Medium in ein Reagenzgefäß gespült, danach bei 1000 x g
für 6 min sedimentiert, in M199 Medium (10% FKS, 1% Streptomycin / Penicillin,
0,5% Fungizid, 1% WF) aufgenommen und in, mit 2% Gelatine beschichteten, Zell-
kulturgefäßen kultiviert. Um den Einfluss genetischer Polymorphismen zu vermeiden,
wurden mindestens zwei Zellisolationen zu einer Kultur vereinigt. Die Endothelzellen
brauchten mindestens 4 h zum Adherieren. Restliche Blutzellen wurden mit HBSS
ausgewaschen und Endothelzellen wurden weiter im M199 Medium (10% FKS, 1%
Streptomycin / Penicillin, 0,5% Fungizone, 1% WF) bei 37°C und 5% CO2 kultiviert.
Das Medium wurde alle 48 h gewechselt. Bevor die Zellen volle Konfluenz erreichten,
wurden sie passagiert (siehe Passagieren von humanen primären Endothelzellen).
Kultivierung von human kidney cell line- 293T Zellen
293T Zellen wurden in Hochglukosemedium DMEM (10% FKS, 1% Streptomycin / Pe-
nicillin) bei 37°C und einem CO2 -Gehalt von 7,5% kultiviert. Zellen wurden passagiert,
bevor sie Konfluenz erreichten. Da die 293T Zellen nur leicht adhärent sind, wurden sie
nur für wenige Sekunden mit Trypsin behandelt, danach gleich in Medium resuspendiert
und auf die Zellkulturgefäße aufgeteilt. Eine Beschichtung der Zellkulturgefäße mit
Gelatine war bei 293T Zellen nicht notwendig.
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Kultivierung von Ratten Fibroblasten - 208F Zellen
208F Zellen wurden in Hochglukosemedium (10% FKS, 1% Streptomycin / Penicillin.)
kultiviert. Die Zellen wurden für den Virusreplikationtest verwendet (siehe Replikations-
test).
Passagieren von humanen primären Endothelzellen
Die in einem 75 cm2 Kulturgefäß kultivierten Endothelzellen wurden zuerst mit 10 ml
HBSS gewaschen. Danach wurden sie für 1 - 2 min bei 37°C in 2 ml Trypsin inkubiert.
Abgelöste Zellen wurden im M199 Medium aufgenommen und auf die vorbereiteten
Kulturgefäße aufgeteilt.
Bestimmung der Zellzahl
Die Zellzahl wurde in einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. Adhärente Zellen wurden
mit 10 ml HBSS gewaschen und mit 2 ml Trypsinlösung für 1 - 2 min bei 37°C inkubiert.
Abgelöste Zellen wurden in 5 ml Medium aufgenommen, gut resuspendiert und 10 µl der
Zellsuspension wurden mit 10 µl 4% Trypanblau gemischt (1:2 Verdünnung). Es wurden
4 x 16 Kästchen der Neubauerkammer gezählt und davon der Mittelwert gebildet. Die
Zellzahl wurde nach Formel 3.1 berechnet:
Zellen
ml
= Zellzahl ·V erdünnungsfaktor · 104 (3.1)
Einfrieren von Zellen
Zellen wurden mit 10 ml HBSS gewaschen und mit 2 ml Trypsinlösung für 1 - 3 min
bei 37°C inkubiert. Abgelöste Zellen wurden in 3 ml Einfriermedium (Zellkultivierungs-
medium, 20% FKS, 10% DMSO) aufgenommen und schnell in Nunc-Einfrierröhrchen
aliquotiert. Zellen wurden zuerst in einem Mister Frosty von Sigma bei -80°C eingefroren
und am Tag danach in flüssigem Stickstoff bei -196°C gelagert.
Auftauen von Zellen
10 ml Kultivierungsmedium wurde bei 37°C temperiert. Zellen wurden in flüssigem
Stickstoff transportiert und kurz im Wasserbad aufgetaut. Aufgetaute Zellen wurden
vorsichtig und langsam in das vorbereitete Medium pipettiert und in das Zellkulturgefäß
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überführt. Nach dem sich die Zellen abgesetzt hatten, wurde das Medium gewechselt.
Die Kultivierung erfolgte bei 37°C bei 5% CO2.
3.8 Molekularbiologie
RNA-Isolation aus Zellen
Kultivierte Zellen in einer sechs-well Platte wurden mit 2 ml HBSS gewaschen. Zellen
jedes wells wurden in 700 µl peqGOLD TriFast aufgenommen und gut resuspendiert.
Die Zellsuspension wurde in ein Reaktionsröhrchen überführt. Hier konnte das Isolati-
onsprotokol gestoppt werden, indem die Zellsuspension eingefroren wurde. Die Isolierung
der RNA erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. Zu der Zellsuspension wurden
140 µl Chloroform-Isoamylalkohol zugegeben. Die Suspension wurde gut gemischt, bei
Raumtemperatur 10 min inkubiert und anschließend bei 12000 x g für 5 min zentrifugiert.
Es erfolgte eine Trennung der RNA, DNA und Protein in Schichten. Die oberste Schicht
(RNA) wurde abgenommen und mit 500 µl Isopropanol unter Zugabe von 2 µl Glyco-
blue präzipitiert. Die unterste Schicht (Protein) wurde für die Isolation der gesamten
Proteinmenge aus diesen Zellen verwendet (siehe Proteinisolation aus Zellen). Nach dem
Präzipitationsschritt wurde die RNA zwei Mal mit 75% Ethanol gewaschen, anschließend
getrocknet und in 60 µl DEPC Wasser aufgenommen. Die RNA-Konzentration wurde
mit Hilfe des Nanodrop Spektrometers anhand der Absorption bei 260 nm bestimmt.
Proteinisolation aus Zellen
Gesamtprotein aus den Zellen wurde mit peqGOLD TriFast isoliert. Nachdem die
RNA entnommen und DNA verworfen wurden, erfolgte die Proteinpräzipitation mit
1,5 ml Isopropanol. Das Protein wurde anschließend drei Mal mit 0,3% Guanidin-HCl
in absolutem Alkohol gewaschen. Der letzte Waschschritt erfolgte mit 100% Ethanol.
Das Proteinpellet wurde 3 - 5 min bei 60°C getrocknet und in 60 µl 1% SDS mit
Proteaseinhibitor aufgenommen. Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe des BCA-
Tests bestimmt.
Bestimmung der RNA-Konzentration
Die Konzentration der isolierten RNA wurde mit Hilfe des Nanodrop Spektrometers
anhand der Absorption bei 260 nm bestimmt. Zunächst wurde das Messgerät mit 2 µl
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H2O kalibriert. Anschließend wurde eine Leerprobe (DEPC Wasser) gemessen. Danach
erfolgte die Messung der isolierten RNA. Die Reinheit der RNA wurde anhand des
Verhältnisses der Absorptionen bei 260 nm und 280 nm bestimmt. Dieses Verhältnis
sollte zwischen 1,7 und 2 liegen. Niedrigere Werte deuten auf eine Kontamination mit
Protein hin, höhere Werte auf eine Kontamination mit DNA.
Bestimmung der Proteinkonzentration
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe des BCA Tests (Pierce).
Die Proteinlösungen wurden 1:5 verdünnt auf eine 96-well Platte aufgetragen. Jede
Probe wurde in doppelter Bestimmung durchgeführt. Danach wurden 200 µl von der
Working-Solution pro Probe pipettiert und anschließend bei 37°C für 30 min inkubiert.
Die Proteinkonzentration wurde anhand der Standard-Eichkurve mit einem Plate-reader
(FluorStar) gemessen.
Reverse Transkriptase
Das Umschreiben von der isolierten RNA in cDNA erfolgte mit Reverser Transkriptase.
Von jeder Probe wurden 500 ng RNA entnommen und die Reverse Transkriptase
Reaktion wurde nach Tabelle 3.2 angesetzt.
Tabelle 3.2: RT-PCR Ansatz
500 ng RNA x µl
Random Primer (30 ng/µl) 4 µl
DEPC-H2O ad 11 µl
Der Ansatz wurde für 3 min bei 72°C inkubiert und anschließend auf 4°C abgekühlt.
Zu jedem RNA-Ansatz wurden 10 µl Mastermix (Tabelle 3.3) zugefügt.
Tabelle 3.3: RT-PCR Mastermix
5 x first Strand buffer 5 µl
dNTP-Mix (10mM) 1,25 µl
DTT (100mM) 2,5 µl
Superscript II (200 U/µl) 0,25 µl
RNase Out Inhibitor (40 U/µl) 0,5 µl
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Der Reaktionsansatz wurde für eine Stunde bei 42°C inkubiert. Nach der Denaturie-
rung (5 min 95°C) wurden die Proben auf 4°C abgekühlt. Die Konzentration der cDNA
wurde mit DEPC-behandeltem Wasser auf 10 ng/µl eingestellt.
Polymerase Kettenreaktion - PCR
Der Erfolg der Reverse Transcriptase Reaktion wurde durch PCR mit GAPDH Primern
geprüft. Für die Analyse wurde 500 ng cDNA von jeder Probe entnommen. GAPDH
Primer : sense: 5’-TGACCTTGCCCACAGCCTTG-3’, antisense: 5’-CATCACCATCTTCCAGGAGCG-3’.
Tabelle 3.4: PCR Ansatz
10x Reaktionspuffer 2,5 µl
dNTP (100µM) 5 µl
sense-Primer (10 pmol/µl) 0,5 µl
antisense-Primer (10 pmol/µl) 0,5 µl
Taq-DNA-Polymerase 0,3 µl
RT-Ansatz mit cDNA (10 ng/µl) 2 µl
ddH2O ad 25 µl
Tabelle 3.5: PCR Protokoll
Initiale Denaturierung 95°C 1 min
Denaturierung 95°C 30 sec
21 Zyklen: Annealing primerspezif. Temp. 60°C 30 sec
Elongation 72°C 30 sec
Finale Elongation 72°C 3 min
Ende 4°C
Die amplifizierten PCR Produkte wurden auf 1,5% Agarosegele aufgetragen und
mittels Elektrophorese bei 130 V aufgetrennt. Eine Standard 100 bp DNA-Leiter diente




Real Time Polymerase Kettenreaktion
Genexpression wurde mittels real-time PCR bestimmt. Alle Messungen wurden mit 15 ng
cDNA pro Probe und in Doppelbestimmung durchgeführt. Die Expression aller Gene
wurde zuerst auf die Expression von HPRT1 normalisiert, danach auf die Expression des
entsprechendes Genes eines Pools von sechs unterschiedlichen Zellisolationen venöser
endothelialer Zellen. Dieser cDNA Pool wurde als Kontrolle verwendet, um arterielle und
venöse Endothelzellen vergleichen zu können. Alle verwendete Primer sind in Tabelle
3.8 aufgeführt.
Tabelle 3.6: real-time PCR Reaktionsansatz
2x SYBR Green qPCR 7,5 µl
1 µm FITC 0,15 µl
H2O 4,95 µl
cDNA (10ng µl) 1,5 µl
Primermix (5 pmol / µl / Primer) 0,9 µl
Tabelle 3.7: real-time PCR - iCycler Programm
Initiale Denaturierung 1 min 95°C
Denaturierung 20 sec 95°C
45 Zyklen: Anlagerung 45 sec 58°C
Elongation 20 sec 72°C
Finale Elongation 2 min 72°C
180 Zyklen: Schmelzpunktanalyse 4 sec 60-95°C (0,2K/Zyklus)
Zur Auswertung der real-time PCR wurden die ct – Werte unter Verwendung der
iCycler Software (Bio-Rad) ermittelt. Der ct - Wert spiegelt den Punkt der Amplifikati-
onskurve wider, an dem sich die gemessene Fluoreszenz gerade von der Hintergrundfluo-
reszenz unterscheidet. Die Analyse der Expressionsdaten erfolgte unter Verwendung der
Gene Expression Analysis for iCycler iQ Real-Time PCR Detection System-Software
(Bio-Rad). Diese Expressionsauswertung basiert auf der ∆∆ct-Methode148–150.
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Tabelle 3.8: Primer Sequenzen




























Die Analyse der isolierten Proteine erfolgte mittels elektrophoretischer Auftrennung
auf einem Polyacrylamidgel. Von jeder Probe wurde 10 µg Protein entnommen und für
5 min bei 95°C denaturiert. Das denaturierte Protein wurde auf das Gel aufgetragen
und 1,5 - 2 h bei 100 V aufgetrennt. Danach wurden die Proteine auf eine Nitrozellulose-
Membran für 1 h bei 200 mA geblottet. Die Membran wurde daraufhin 1 h mit 5%
Magermilchpulver in 1% TBS/T blockiert. Das zur untersuchende Protein wurde mit
entsprechenden primären Antikörpern inkubiert (Verdünnungen der Antikörpern sind in
der Tabelle 3.9 aufgelistet). Anschließend erfolgte eine Inkubation mit dem sekundären
Antikörper, der mit einer Peroxidase aus Meerrettich gekoppelt ist. Die Detektion der
Peroxidaseaktivität erfolgte unter Verwendung einer Chemilumineszenzreaktion mit dem
ECL Western-Blot-Detektionssystem (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg). Die
Analyse der Genexpression auf der Proteinebene erfolgte mit Hilfe des AIDA Programms
(Sigma Stat statistical software 3.1). Die Intensität der detektierten Banden von dem
zu untersuchenden Gen wurde quantifiziert und auf das house-keeping-Gen GAPDH
normalisiert.
Tabelle 3.9: Antikörper-Verdünnung
Antikörper Verdünnung verdünnt in
primärer AK für COUP-TFII 1 : 1000 (mouse) 5% BSA in 1 x TBS/T
sekundärer AK für COUP-TFII 1 : 5000 (anti-mouse) 5% MP in 1 x TBS/T
primärer AK für Hey2 1 : 2000 (rabbit) 5% MP in 1 x TBS/T
sekundärer AK für Hey2 1 : 5000 (anti-rabbit) 5% MP in 1 x TBS/T
primärer AK für GAPDH 1 : 5000 (mouse) 5% MP in 1 x TBS/T
sekundärer AK für GAPDH 1 : 5000 (anti-mouse) 5% MP in 1 x TBS/T
Transfektion von primären Endothelzellen
Primäre Endothelzellen (HUVEC und HUAEC) und human kidney cell line (HEK)
wurden in einer 96-well -Platte mit 104 Zellen / well ausgesät. Am folgenden Tag wurden
die Zellen mit pcDNA/TO/LacZ mit Hilfe des FuGeneHD Transfektionskits transfiziert.
Die Transfektion erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. Für die Transfektion wurde
das Medium OptiMEM verwendet. Das Transfektionsmedium wurde für 4 h auf den
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Zellen inkubiert. Nach der Inkubation wurde das Medium gewechselt und die Zellen
wurden für weitere 24 h kultiviert. Anschließen folgte eine X-Gal Färbung (siehe X-Gal
Färbung).
Immunfärbung
HUVEC wurden auf, mit quervernetzter Gelatine beschichteten, Deckgläschen ausgesät
(104 Zellen / Kammer). Am folgenden Tag wurden die Zellen mit 4,5% Paraformaldehyd
Lösung für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und mit 1% BSA in PBS für 10 min bei 37°C blockiert. Parallel wurde
eine Verdünnung mit Phalloidin (1:500, Sigma-Aldrich) und primären COUP-TFII
Antikörpern (R & D Systems, Wiesbaden) in AB Lösung (Sigma-Aldrich) vorbereitet,
auf die Zellen gegeben und für 1 h bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurden
die Zellen 3 Mal gewaschen und eine Lösung mit sekundärem anti-mouse Antikörpern
(Zenon Alexa Fluor 488; 1:1000, Invitrogen, Karlsruhe) für 1 h bei 37°C auf die Zellen
gegeben. Anschließend wurden die Zellkerne mit DAPI Lösung (1:1000, Roth, Heidelberg)
für 5 min bei Raumtemperatur gefärbt und noch 3 Mal gewaschen. Die Immunfärbung
wurde mikroskopisch analysiert.
X-Gal Färbung
Tabelle 3.10: X-Gal Färbung
X-Gal 40 mg / ml 250 µl
K2Fe(CN)6 0,5 M 250 µl
K3Fe(CN)6 0,5 M 250µl
MgCl2 1 M 20 µl
PBS 1 x 9,53 ml
Eine X-Gal Färbung wurde für Zellen, die das Lac-Z Gen exprimieren, durchgeführt.
Die Zellen wurden zuerst 2 Mal mit PBS gewaschen und danach mit 0,2% Glutaraldehyd
in PBS für 10 min bei Raumtemperatur fixiert. Die Fixierungslösung wurde mit PBS
entfernt und die Zellen mit sterilfiltrierter X-Gal Lösung inkubiert. Die Zusammensetzung
der X-Gal Lösung ist in Tabelle 3.10 aufgeführt. Es folgte eine Inkubation über Nacht
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bei 37°C. Am folgenden Tag wurden die Zellen mit PBS gewaschen und die X-Gal
Färbung wurde mikroskopisch analysiert.
Kernextraktisolation aus HUVEC
Für die Isolation von Kernextrakten wurden 2 x 106 venöse Endothelzellen eingesetzt. Die
Zellen wurden zuerst mit PBS gewaschen, danach in PBS / Phosphataseinhibitor Lösung
aufgenommen und mit einem Zellschaber gesammelt. Die Isolation der Kernextrakte
erfolgte nach dem Protokol von Nuclear Extract Kit (Active Motif, Rixensart, Belgien).
Das gewonnene Kernextrakt wurde aliquotiert (10 µl) und bei -80°C aufbewahrt. Eine
Konzentrationsbestimmung von isolierten Kernextrakten erfolgte wie im Abschnitt 3.8
beschrieben.
Chromatin-Immunpräzipitation - ChIP
Der ChIP Assay wurde für HUVEC und HUAEC durchgeführt. Da die Zell-DNA enzy-
matisch verdaut werden musste, wurde zuerst die optimale Verdauzeit für den jeweiligen
Zelltyp bestimmt. Die Vorbereitung der Zellen für den Enzymverdau wurde nach dem
Protokoll des Herstellers durchgeführt (ChIP It Express Kit ; Acitve Motif, Rixensart,
Belgien). Die isolierte DNA wurde für 5, 10 und 15 min enzymatisch verdaut, auf ein Aga-
rosegel aufgetragen und die optimale Verdauzeit nach der Dokumentation mit GeneFlash
bestimmt (siehe Gelfoto 3.1). Die optimale Verdauzeit für beide Zelltypen betrug 10 min
und wurde so für alle weiteren Experimente verwendet. Weitere Schritte des Assays
wurden nach dem Protokoll des Herstellers durchgeführt. Im Bild 3.2 ist der ChIP Assay
schematisch dargestellt (mit freundlicher Genehmigung von Acitve Motif). Verwendete
Primer für den Nachweis der COUP-TFII Bindestelle an der DNA: sense primer :



































Abbildung 3.1: ChIP enzymatischer DNA-Verdau - 2 x 107 HUVEC (HUAEC)
wurden für die Optimierung des enzymatischen Verdaus isoliert. Zellen wurden mit 37%
Formaldehyd (FA) fixiert, DNA isoliert und für 5, 10 und 15 min enzymatisch verdaut. Die
DNA - Fragmentlänge wurde auf einem 2% Agarosegel elektrophoretisch getrennt und mit





Abbildung 3.2: ChIP Schematische Darstellung - Die Chromatin-Immunpräzipitation
dient der Untersuchung von Protein – DNA Interaktionen. Die zu untersuchenden Zel-
len werde mit Formaldehyd (FA) fixiert, wodurch die Bindungen der Proteine an die
DNA stabilisiert werden. Danach wird die DNA mit Enyzmen verdaut, die nur nicht-
proteingebundene DNA abbauen. So erhält man DNA-Fragmente, die an unterschiedliche
Proteine gebunden sind. Um das gewünschte Protein zu selektieren, werden Antikörper
gegen das gewünschte Protein zum DNA-Protein Komplex gegeben. Mit Hilfe von Micro
Beads, die an die Antikörper binden, wird der gesuchte DNA-Protein Komplex isoliert.
Proteine werden mit Proteinase K verdaut und in mehreren Waschschritten entfernt. Die










Abbildung 3.3: EMSA Schematische Darstellung - Mit dem Electrophoretic mobility
shift assay werden spezifische Proteinbindungen an bestimmte DNA-Sequenzen nachgewie-
sen. Synthetische, biotinylierte DNA-Oligonukleotide werden mit Kernextrakten inkubiert
und elektrophoretisch auf einem nativen Gel aufgetrennt. Aufgrund der Biotinylierung ist
es möglich, die synthetische DNA zu detektieren. Falls es in dem Kernextrakt Proteine
gibt, die an die synthetische DNA binden, wird dies als Shift der Bande detektiert, da die
molekulare Masse des DNA-Protein-Komplexes höher ist, als die der ungebundenen DNA.
Der EMSA Assay wurde mit venösen Kernextrakten durchgeführt. Für jeden Ansatz
wurden 3 µg Kernextrakt verwendet. Inkubation, Gelelektrophorese und Detektion
wurden nach dem Protokoll des Herstellers durchgeführt. In Tabelle 3.11 sind die ver-
wendeten Primer aufgeführt. Zur Detektion des Supershifts wurden zwei unterschiedliche
Antikörper gegen das COUP-TFII Protein verwendet, die an verschiedene COUP-TFII
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Proteindomänen binden (Santa Cruz Biotechnologie, Heidelberg und R & D Systems,
Wiesbaden).
Tabelle 3.11: EMSA Primer






Die verwendeten Bakterien gehören zum E.coli-Stamm K12. Die Lagerung der Bakterien
erfolgte bei -80°C. Bakterien wurden für Klonierungen und Subklonierungen verwendet.
Die Kultivierung der Bakterien erfolgte in LB-Medium mit Ampicillin (1 mg/ml) bei
37°C über Nacht in einem Inkubator (Heraeus).
Transformation von DH5α Bakterien
DH5α Bakterien wurden für die Subklonierung der Plasmide pCMV-Sport6 COUP-TFII
und pcDNA4/TO/huHey2 verwendet. Kompetente Bakterien wurden auf Eis aufgetaut.
50 µl der Bakterienkultur wurden mit 20 ng Plasmid versetzt und vorsichtig gemischt.
Es folgte eine 30 min lange Inkubation auf Eis. Danach wurden die Bakterien für
30 sec in einem 42°C warmen Wasserbad inkubiert und sofort auf Eis gestellt. Zu der
Bakterienkultur wurden 250 µl aufgewärmtes SOC Medium gegeben und für 1 h bei 37°C
und 225 rpm in einem Schüttler inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit wurden 20 µl der
Bakterienkultur auf vorgewärmte LB-Agar-Platten (eine Platte mit Ampicillin und eine
zweite ohne Ampicillin als Kontrolle) ausgestrichen und über Nacht bei 37°C inkubiert.
Am folgenden Tag wurden drei Klone isoliert und in jeweils 3 ml LB Medium bei 37°C
und 225 rpm inkubiert. Diese Über-Nacht-Kulturen wurden für eine Midi- (100 ml
LB-Medium) oder eine Maxi-Plasmid-Isolation (200 ml LB-Medium) weiterkultiviert.
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Transformation von STBL2 Bakterien
STBL2 Bakterien wurden für die Klonierung der huCOUP-TFII und huHey2 Gene
in den Vektor pFUGW verwendet. Die Kultivierung der Bakterien erfolgte nach dem
DH5α Kultivierungprotokoll. Für die Klonierung wurde 1 µg von dem gewünschten
Plasmid verwendet.
Transformation von JM109 Bakterien
JM109 Bakterien (Stratagene, La Jolla, USA) wurden für die Subklonierung der viralen
Plasmide pFUGW COUP-TFII, pFUGW-Hey2, pCMV–dR8.74, pMD2G verwendet.
25 µl der Bakterienkultur wurde auf Eis aufgetaut und mit 0,25 µl β -Mercaptoethanol
versetzt. Diese Bakterien wurden für 10 min alle 2 min gemischt. Danach wurden
20 ng des gewünschten Plasmids zugegeben und die Bakterien weiter kultiviert wie im
Abschnitt Transformation von DH5α Bakterien beschrieben.
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Herstellung des Plasmids pFUGW COUP-TFII
Zur Herstellung des Plasmids pFUGW COUP-TFII (Abbildung 3.4) wurde das Backbone
des Plasmids FUGW GFP verwendet. Das GFP-Gen wurde mit XbaI (Invitrogen) her-
ausgeschnitten, auf ein Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Eine
1000 bp Leiter diente zur Bestimmung der Produktlänge. Das FUGW Produkt wurde
aus dem Gel herausgeschnitten und mit dem DNA-Gel Extraktions Kit (Genomed) gerei-
nigt. Die ”klebrigen”(sticky) Enden des Vektors wurden mit T4-Polymerase (Promega,
Mannheim) aufgefüllt und anschließend mit Phosphatase dephosphoryliert (BioLabs,
England). Das COUP-TFII Gen wurde aus dem Plasmid pCMV-Sport6 COUP-TFII mit
den Enzymen EcoRI und XbaI herausgeschnitten und ebenfalls auf einem Agarosegel
elektrophoretisch getrennt und aufgereinigt. Die Enden des Produkts wurden mit T4 Po-
lymerase aufgefüllt. Das so isolierte COUP-TFII Gen wurde mittels T4 DNA Ligase
(Promega, Mannheim) ligiert. Der Ligationsansatz wurde zu DH5α Bakterien zugegeben
und die Plasmide wurden wie im Abschnitt Bakterienkultur (siehe 3.9: Transformation































Abbildung 3.4: Schematische Darstellung der pFUGW COUP-TFII Generie-
rung - Aus dem Vektor FUGW GFP wurde GFP mit XbaI herausgeschnitten. Das COUP-
TFII Gen wurde aus dem Vektor pCMV-Sport6 COUP-TFII mit XbaI und BamHI isoliert
und in den Vektor FUGW mit HIlfe der T4-Ligase insertiert.
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Herstellung des Plasmids pFUGW-Hey2
Das Backbone Plasmid pFUGW (Abbildung 3.5) wurde wie oben beschrieben hergestellt.
Das Hey2 Gen wurde aus dem Plasmid pcDNA4/TO/huHey2 mit den Enzymen HindII
und XhoI herausgeschnitten, auf einem Agarosegel elektrophoretisch getrennt und
gereinigt. Die Enden des Hey2 Produkts wurden mit T4 Polymerase aufgefüllt (Promega,
































Abbildung 3.5: Schematische Darstellung der pFUGW Hey2 Generierung - Aus
dem Vektor FUGW GFP wurde GFP mit XbaI entfernt. Das Hey2-Fragment wurde aus
dem Vektor pcDNA4/TO/huHey2 mit XhoI und HindIII herausgeschnitten und in den
Vektor FUGW mit T4-Ligase insertiert.
Isolation der Plasmide (Midi und Maxi Isolation)
Kultivierte Bakterien (in 100 ml für Midi Isolation, Jet Star, Löhne, oder 200 ml für
Maxi Isolation, Qiagen, Hilden) wurden für 15 min bei 5000 x g zentrifugiert. Die
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Isolation erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. Die DNA Konzentration wurden
mit Hilfe des Nanodrop Spektrometers anhand der Absorption bei 260 nm bestimmt.
Restriktionsanalyse
Durch Restriktionsverdau des entsprechenden Plasmids wurde eine erfolgreiche Klonie-
rung oder Subklonierung überprüft. Restriktionsenzyme und entsprechende Puffer, sowie
die erwartete Fragmentlänge für die jeweiligen Plasmide sind in Tabelle 3.12 aufgeführt.
Tabelle 3.12: Restriktionsschema
Plasmid Enzym Fragmentlänge Puffer
pMD2G NcoI 3799 / 1509 / 516 D
pCMV-dR8.74 HincII 7522 / 2626 / 1750 / 23 D
HincII / XhoI 5971 / 2626 / 1750 / 1551 / 23 B
pFUGW-COUP-TFII ScaI 6981 / 5230 3
ScaI / XhoI 5230 / 4264 / 2717 3
pFUGW-Hey2 EcoRI 9308 / 912 EcoRI
BamHI / XhoI 9007 / 1213 2xT
pFUGW GFP KpnI 8457 / 1498 1
Tabelle 3.13: Restriktionsansatz für 10 µl
Plasmid 1 µg
je Enzym 0,5 µl
Puffer 1 µl
BSA 0,1 µl
H2O ad 10 µl
Der Restriktionsansatz wurde für 4 h bei 37°C inkubiert und anschließend auf ein
0,8% Agarosegel aufgetragen.
Generierung der viralen Vektoren
Am ersten Tag wurden 1,4 x 107 HEK293T Zellen pro 15 cm2 Petrischale ausgesät und
in Hochglukosemedium DMEM (10% FKS, 1% Streptomycin / Penicillin.) kultiviert.
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Am zweiten Tag wurde 2 h vor der Transfektion das Medium durch Hochglukosemedi-
um DMEM (10% FKS ohne Streptomycin / Penicillin) ersetzt. Für die Transfektion
wurden zwei unterschiedliche Transfektionsanätze in jeweils 1,725 ml Endvolumen von
Hochglukosemedium ohne Zusätze hergestellt, Ansatz A und Ansatz B (siehe Tabellen
3.14 und 3.15).
Tabelle 3.14: Transfektionsansatz A
Transferplasmid pFUGW + Insert 23 µg / 15 cm Petrischale
Verpackungsplasmid pCMV-dR8.74 23 µg / 15 cm Petrischale
Envelope Plasmid pMD2G 23 µg / 15 cm Petrischale
Tabelle 3.15: Transfektionsansatz B
PEI (1 mg / ml) 124,2 µl
DMEM 1600,8 ml
Beide Transfektionsansätze wurden für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert,
anschließend gemischt und weitere 30 min inkubiert. Nach der Inkubation wurde der
Transfektionsansatz tröpfchenweise auf die Zellen gegeben. Die Petrischale wurde bei
37°C über Nacht inkubiert. Am dritten Tag wurde das Medium gewechselt und die
Zellen wurden weitere 24 h inkubiert. Am vierten Tag erfolgte die Virusgewinnung.
Das Zellmedium wurde gesammelt und bei 3000 rpm für 10 min zentrifugiert, um
Zellreste zu beseitigen. Das Medium wurde anschließend durch 0,45 µm Filter filtriert,
auf Ultrazentrifugeröhrchen verteilt und bei 25000 rpm für 1,5 h zentrifugiert. Das
gewonnene Viruspellet wurde in 150 µl 1% BSA in PBS resuspendiert, aliquotiert und
bei -80°C eingefroren.
ELISA
Die Zahl viraler Partikel wurde durch ELISA (ZeptoMetrix Corporation, New York,
USA) bestimmt. Mit diesem Test konnte das p24 HIV-1 Antigen, das im lentiviralen
Genom integriert ist, nachgewiesen werden. Für jede Bestimmung wurden 2 µl der





Am ersten Tag wurden 208F Zellen mit einer Zellzahl von 8 x 104 Zellen / well in
sechs-well Platten ausgesät. Die Infektion der Zellen erfolgte mindestens 8 h nach dem
Aussäen mit 5 µl von der zu testenden Virussuspension. Am vierten Tag wurde das
Medium dieser Zellkultur filtriert und zur Infektion neuer 208F Zellen genutzt. Die
Infektion der frischen Zellen mit filtriertem Medium wurde zweifach wiederholt. Am Tag
14 wurden die 208F Zellen mit 4,5% Paraformaldehyd fixiert und eine X-Gal Färbung
durchgeführt (3.8). Als Positivkontrolle dienten mit dem LacZ-Plasmid transfizierte
HeLa Zellen.
Transduktion der Zellen mit lentiviralem Vektor
HUVEC oder HUAEC wurden auf einer sechs-Well Platte mit einer Zellzahl von
1,7 x 105 ausgesät. Am folgenden Tag wurde das konditionierte Medium von den Zellen
entnommen und bei 37°C aufbewahrt. 600 µl einer Virussuspension (definierte Viruszahl
in M199 Medium ohne Zusätze) wurden auf die Zellen gegeben und für 2 h bei 37°C
inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit wurde das konditionierte Medium zugegeben und
die Zellen weiter bei 37°C inkubiert. Die infizierten Zellen wurden nach 24, 48 und 72
mit peqGOLD TriFast lysiert und eingefroren.
Transduktion der Zellen mit lentiviralem Vektor - Kombination
HUVEC oder HUAEC wurden auf einer sechs-Well Platte mit einer Zellzahl von 1,7 x 105
ausgesät. Am folgenden Tag morgens wurden die Zellen mit shCOUP-TFII oder shHey2
viralen Vektoren wie oben beschrieben infiziert. Am gleichen Tag, ca. 8 h nach der
Infektion, wurde das Medium gewechselt. Am folgenden Tag wurde die zweite Infektion
mit lentiviralem Vektor für die Überexpression von COUP-TFII oder Hey2 durchgeführt.
Das Medium wurde nach ca. 8 h gewechselt und die Zellen weiter inkubiert. Protein- und




Die Ergebnisse der Experimente sind als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwertes
(SEM) dargestellt. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte bei multiplen Verglei-
chen mittels der ANOVA-Methode (Sigma Stat statistical software 3.1). Ein Wert von





Abbildung 4.1: Transfektion mit FuGeneHD - Mikroskopische Durchlichtaufnahmen
von HUVEC, HUAEC und HMEC-1 Zellen, die unter Verwendung des FuGeneHD® Trans-
fektionskits mit pcDNA/TO/LacZ transfiziert und mit X-Gal gefärbt wurden. Transfizierte
Zellen sind blau gefärbt.
Eine effiziente Transfektion ist von grundlegender Bedeutung für die gezielte Modula-
tion der Genexpression von Zellen. Die Transfektionseffizienz ist allerdings abhängig vom
Zelltyp und dem verwendeten Transfektionsmittel. In dieser Arbeit wurde hauptsächlich
mit humanen primären arteriellen (HUAEC) und venösen (HUVEC) Endothelzellen
gearbeitet. Diese Zellen lassen sich mit herkömmlichen Transfektionsmitteln sehr schwer
(HUVEC) oder überhaupt nicht (HUAEC) transfizieren. Abbildung 4.1 zeigt exempla-
risch einen Vergleich der Transfektion von HUAEC, HUVEC und den gut transfizierbaren
HMEC-1 Zellen. Als Transfektionsmittel wurden FuGeneHD® Transfektionskits verwen-
det. Die Zellen wurden mit einem Lac-Z Plasmid transfiziert und mit X-gal angefärbt,
sodass transfizierbare Zellen blau erscheinen. Es ist deutlich zu sehen, dass HUVEC
nur geringfügig und HUAEC gar nicht transfiziert wurden. Die wenigen Zellen in
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Abbildung 4.2: Generierung eines lentiviralen Vektors zum Gentransfer - Sche-
matische Darstellung der Generierung eines lentiviralen Vektors. HEK293T Zellen wur-
den mit drei Plasmiden (pMD2G, pCMV-∆R8.74 und pFUGW + Zielgen oder pLKO.1-
puro + Ziel-shRNA) kotransfiziert. Die Virussuspension wurde mittels Ultrazentrifugation
gereinigt.
Wegen der schlechten Transfektionseffizienz mit herkömmlichen Transfektionsmitteln
wurde ein lentivirales Vektorsystem etabliert, um eine Modulationen der Genexpres-
sion in HUAEC und HUVEC zu ermöglichen. Lentiviren sind sehr spezies-spezifische
Einzelstrang-RNA-Viren, die zur Gruppe der Retroviren gehören. Das am besten unter-
suchte Lentivirus ist das Humane Immundeffizienzvirus (HIV). In dieser Arbeit wird ein
modifiziertes Lentivirus der dritten Generation verwendet151–153. Um die Möglichkeit
einer Rekombination zu vermeiden, wurden aus dem HIV-Donor nur die essentiellen
Abschnitte übernommen: (i) gag für gruppenspezifische Antigene (die Matrix, das Kap-
sid und das Nukleokapsid), (ii) pol für enzymatische Aktivitäten (die Protease, die
Reverse Transkriptase und die Integrase) und (iii) env für die Glykoproteine (das externe-
und das Transmembranprotein der Virushülle). Der Tropismus (die Zellspezifität) die-
ses lentiviralen Vektors wird durch das G-Protein des vesikulären Stomatitis-Virus
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gewährleistet. Lentivirale Vektoren sind ein attraktives Gentransfersystem, da sie die
Fähigkeit haben in das Wirtsgenom zu integrieren und so eine stabile Expression des
Zielgenes zu gewährleisten151,152,154–157.
Die verwendeten lentiviralen Vektoren sollten eine Überexpression der Gene COUP-
TFII und Hey2, sowie ihre Repression ermöglichen. Zur Herstellung eines lentiviralen
Vektors (siehe auch Abschnitt 3.10) wurden Zellen der human kidney cell line (HEK293T)
mit drei Plasmiden kotransfiziert (Abbildung 4.2): Das erste Plasmid (pCMV-∆R8.74)
beinhaltet virale Strukturgene, das zweite (pMD2G) dient der Typisierung des Virus
und das dritte trägt das Zielgen. Im Falle der Überexpression von GFP, COUP-TFII
oder Hey2 wurde der Trägervektor pFUGW verwendet. Für die Repression dieser
Gene wurden die short-hairpin-Konstrukte shCOUP-TFII bzw. shHey2 in dem Vektor
pLKO.1-puro kloniert. Die fertigen Virus-Vektoren wurden durch Ultrazentrifugation
aus dem verwendeten Zellkulturmedium gereinigt.
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Transduktionseffizienz
Die Transduktionseffizienz ist ein Maß für den prozentualen Anteil von Zellen, die
erfolgreich mit dem viralen Vektor transduzierten wurden. Da sich die Transdukti-
onseffizienz von lentiviralen Vektoren für jeden Zelltyp unterscheiden kann, wurde sie
für HUAEC und HUVEC mit unterschiedlicher Virenzahl (10, 25, 50, 75 und 100
Viren / Zelle) bestimmt (Abbildungen 4.3 und 4.4). 48 h nach der Transduktion wurde
der Transduktionserfolg mikroskopisch dokumentiert. Erfolgreich mit GFP tranduzierte
Zellen erscheinen in den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen grün (Abbildungen
4.3 und 4.4 GFP). Um die Zellkonfluenz und somit den relativen Transduktionserfolg
beurteilen zu können, wurden Phasenkontrastaufnahmen der selben Position wie im
GFP-Kanal angefertigt (Abbildungen 4.3 und 4.4 Phasenkontrast). Der genaue pro-
zentuale Anteil von transduzierten Zellen wurde anschließend mittels FACS Analyse
ermittelt (Abbildungen 4.3 und 4.4 FACS). Die maximal erreichte Transduktionseffizienz
mit LV GFP in HUAEC (Abbildung 4.3) war ca. 70%, während HUVEC (Abbildung 4.4)
fast hundertprozentig transduzierbar waren. Für beide Zelltypen wurde die maximale
Transduktionseffizienz mit 50 Viren / Zelle erreicht. Daher wurde diese multiplicity of
infection (MOI 50) für alle weiteren Experimente verwendet.
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Abbildung 4.3: Transduktionseffizienz in HUAEC - HUAEC wurden mit LV GFP
in unterschiedlicher Virenzahl (10, 25, 50, 75 und 100 Viren / Zelle) transduziert. Die
Expression von GFP (GFP) sowie die Konfluenz (Phasenkontrast) wurden durch Fluores-
zenzmikroskopie bzw. Phasenkontrastaufnahmen dokumentiert. Die Transduktonseffizienz
wurde durch eine FACS Analyse (FACS) quantifiziert.
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Abbildung 4.4: Transduktionseffizienz in HUVEC - HUVEC wurden mit LV GFP
in unterschiedlicher Virenzahl (10, 25, 50, 75 und 100 Viren / Zelle) transduziert. Die
Expression von GFP (GFP) sowie die Konfluenz (Phasenkontrast) wurden durch Fluores-
zenzmikroskopie bzw. Phasenkontrastaufnahmen dokumentiert. Die Transduktonseffizienz
wurde durch eine FACS Analyse (FACS) quantifiziert.
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Passagetest
Lentivirale Vektoren haben die Fähigkeit, ins Genom der Wirtzellen zu integrieren und
eine stabile Expression der Zielgene zu gewährleisten151–157. Um zu kontrollieren, ob
dies auch für primäre humane Endothelzellen gilt, wurden HUAEC und HUVEC mit
LV GFP transduziert. Der Erfolg der Transduktion wurde nach 48 h mikroskopisch
dokumentiert (Abbildungen 4.5 und 4.6). Bevor die Zellen ihre volle Konfluenz erreichten
(alle 5-6 Tage), wurden sie passagiert. Durch fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen
wurde die Stabilität der GFP Expression über vier Zellpassagen (ca. 3 12 Wochen)
verfolgt (Abbildungen 4.5 und 4.6 GFP). Phasenkontrastaufnahmen derselben Regionen
zeigen die gesamte Zellzahl (Abbildungen 4.5 und 4.6 Phasenkontrast). Auch nach
Passage 4 wurde sowohl bei HUAEC (Abbildung 4.5), als auch bei HUVEC (Abbildung
4.6) eine gleichbleibend hohe GFP Expression nachgewiesen.
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Abbildung 4.5: Passagentest in HUAEC - Mit LV GFP transduzierte HUAEC wurden
über 4 Passagen kultiviert (P1, P2, P3, P4). Die Stabilität der Expression von GFP
(GFP) sowie die Konfluenz (Phasenkontrast) wurden durch Fluoreszenzmikroskopie bzw.
Phasenkontrastaufnahmen dokumentiert.
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Abbildung 4.6: Passagentest in HUVEC - Mit LV GFP transduzierte HUVEC wur-
den über 4 Passagen kultiviert (P1, P2, P3, P4). Stabilität der Expression von GFP
(GFP) sowie die Konfluenz (Phasenkontrast) wurden durch Fluoreszenzmikroskopie bzw.
Phasenkontrastaufnahmen dokumentiert.
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4.1 Charakterisierung des lentiviralen Vektors
Lokalisation
Damit ein Protein seine Wirkung ausüben kann, ist es sehr wichtig, dass das Pro-
tein nicht nur exprimiert, sondern auch richtig prozessiert wird. Um zu testen, ob
das venöse Markergen COUP-TFII nach der lentiviralen Transduktion in arteriellen
Endothelzellen korrekt prozessiert wird, wurden HUAEC mit LV COUP-TFII (MOI 50)
transduziert. 48 h nach der Transduktion wurden die Zellen für COUP-TFII (Abbildung
4.7 COUP-TFII), DNA (Abbildung 4.7 Nuclei) und Aktin (Abbildung 4.7 Aktin) gefärbt.
Anhand der Überlagerung der verschiedenen Farbkanäle (Abbildung 4.7 Überlagerung)
ist zu erkennen, dass die Immunfluoreszenzfärbung für COUP-TFII mit der DAPI




Abbildung 4.7: COUP-TFII Lokalisation in HUAEC - Mit LV COUP-TFII trans-
duzierte HUAEC wurden fluoreszent für COUP-TFII (immunfluoreszenz; grün), Nuclei
(DAPI; blau) und Aktin (Phalloidin-Rhodamin; rot) gefärbt. Eine Überlagerung der Fluo-





Um eine effiziente Genmodulation in HUAEC und HUVEC zu ermöglichen, wurde
ein lentiviraler Vektor erzeugt. Dieser Vektor war ideal geeignet, um primäre humane
Endothelzellen zu transduzieren. Mit 50 Viren / Zelle wurde in HUAEC eine Trans-
duktionseffizienz von 70% und in HUVEC eine Transduktionseffizienz von nahe 100%
erreicht. In beiden Zelltypen konnte die Transduktionseffizienz durch höhere Virustiter
nicht weiter gesteigert werden. Daher wurde für alle folgenden Transduktionen 50 Vi-
ren / Zelle verwendet. Die Expression der Zielgene war in den so transduzierten Zellen
für mindestens 3,5 Wochen stabil. Immunfluoreszenzaufnahmen der mit LV COUP-TFII
transduzierten arteriellen Endothelzellen zeigten eine erfolgreiche Überexpression des
COUP-TFII-Proteins, sowie seine korrekte Lokalisation in den Nuclei. Dies ist ein
Hinweis dafür, dass COUP-TFII nicht nur erfolgreich überexprimiert, sondern in den
Zellen auch korrekt prozessiert wurde. Somit wurden rekombinante lentivirale Vektoren
etabliert, die in weiterführenden Experimente für die Genmodulation von arteriellen






Der Unterschied zwischen Arterien und Venen wird schon im frühen Embryonalstadium
genetisch festgelegt. Endothelzellen sind die ersten Bausteine, aus denen während der
Entwicklung embryonale Gefäßröhrchen entstehen. Schon in diesem Stadium gibt es gene-
tische Unterschiede zwischen den Endothelzellen, die sich später zu Arterien entwickeln
und denen, die sich zu Venen entwickeln. Ein wichtiger genetischer Unterschied ist die
Expression der Notch-Signalkaskade in arteriellen Endothelzellen und von COUP-TFII
in venösen Endothelzellen. In dieser Arbeit soll die Interaktion zwischen dem arteriellen
Markergen Hey2, einem der letzten Mitglieder in der Notch-Signalkaskade23,40,78–81, und
COUP-TFII, einem wichtigen venösen Markergen95,103, untersucht werden.
5.1 Überexpression von COUP-TFII in HUAEC
Um zu testen, ob das venöse Markergen COUP-TFII einen Einfluss auf die Genex-
pression von Hey2 hat, wurden HUAEC mit einem lentviralen Vektor für COUP-TFII
transduziert. Anschließend wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten (24 h, 48 h, 72 h)
die mRNA- und die Proteinexpression analysiert. Als Kontrolle dienten mit LV GFP
transduzierte HUAEC und nicht transduzierte HUAEC. HUVEC wurden als Vergleich
für die physiologische Hey2 beziehungsweise COUP-TFII Expression verwendet.
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5.1 Überexpression von COUP-TFII in HUAEC
Abbildung 5.1 zeigt eine erfolgreiche Expression von COUP-TFII in HUAEC. Sowohl
die mRNA- (Abbildung 5.1 A), als auch die Proteinexpression (Abbildung 5.1 B) erreichte
fast den physiologischen Wert der COUP-TFII Expression in nicht behandelten HUVEC
(Abbildung 5.1 blaue Balken).
Die Expression des venösen Markergens COUP-TFII in HUAEC führte zu einer
signifikanten Repression des arteriellen Markergens Hey2 sowohl auf mRNA- (Abbildung
5.2 A), als auch auf Proteinebene (Abbildung 5.2 B). Dies ist sehr interessant, da
diese Repression ein Hinweis auf den genetischen Mechanismus der arteriovenösen
Differenzierung sein könnte (siehe Abschnitt 7.2). Sowohl die Expression von COUP-TFII
in HUAEC (Abbildung 5.3 A), als auch die daraus resultierende Repression von Hey2
(Abbildung 5.3 B) waren über drei Passagen stabil. COUP-TFII bewirkte damit eine
stabile Repression von Hey2, die nicht durch andere molekulare Mechanismen in HUAEC
kompensiert werden konnte.
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Abbildung 5.1: COUP-TFII Überexpression in HUAEC - HUAEC wurden mit LV
COUP-TFII transduziert und nach 24 h, 48 h und 72 h auf mRNA- (A) und Proteinebene (B)
analysiert. Die Balken für transduzierte HUAEC sind rot mit schräg gestreiftem Muster,
während nicht transduzierte HUAEC (rot) und HUVEC (blau) mit einfarbigen Balken
dargestellt sind. In B ist über den quantifizierten Daten ein representativer Westernblot für
die COUP-TFII und GAPDH Proteinexpression gezeigt. Nicht detektierbare Werte sind
mit nd gekennzeichnet.
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Abbildung 5.2: Hey2 Repression durch COUP-TFII in HUAEC - HUAEC wurden
mit LV COUP-TFII transduziert und nach 24 h, 48 h und 72 h auf mRNA- (A) und
Proteinebene (B) analysiert. Die Balken für transduzierte HUAEC sind rot mit schräg
gestreiftem Muster, während nicht transduzierte HUAEC (rot) und HUVEC (blau) mit
einfarbigen Balken dargestellt sind. In B ist über den quantifizierten Daten ein representativer
Westernblot für die Hey2 und GAPDH Proteinexpression gezeigt. Nicht detektierbare
Werte sind mit nd gekennzeichnet. (*# ): Werte, die sich laut Varianzanalyse (ANOVA;
p < 0.05) statistisch signifikant von LV GFP transduzierten Kontrollzellen (*) und von
nicht transduzierten Kontrollzellen (#) unterscheiden.
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Abbildung 5.3: COUP-TFII Überexpression in HUAEC nach drei Passagen -
HUAEC wurden mit LV COUP-TFII transduziert und für drei Passagen (2 1/2 Wochen)
kultiviert. Anschließend wurde die Proteinexpression von COUP-TFI (A) und Hey2 (B)
im Westernblot quantifiziert. Die Balken für transduzierte HUAEC sind rot mit schräg
gestreiftem Muster, während nicht transduzierte HUVEC (blau) mit einfarbigen Balken
dargestellt sind. Über der quantifizierten Daten sind representative Westernblots für COUP-
TFII und GAPDH (A) und Hey2 und GAPDH (B) gezeigt. Eine siginifikante Repression von
Hey2, laut Varianzanalyse (ANOVA; p < 0.05), ist mit * gekennzeichnet. Nicht detektierbare
Werte sind mit nd gekennzeichnet.
53
5.1 Überexpression von COUP-TFII in HUAEC
Einfluss von COUP-TFII auf andere Mitglieder der Notch-Signalkaskade
in HUAEC
Hey2 ist eines der Zielmoleküle der Notch-Signalkaskade. Es besteht daher die Möglichkeit,
dass COUP-TFII an früherer Stelle in der Notch-Signalkaskade eingreift. Daher wur-
de der Einfluss einer COUP-TFII Expression in HUAEC auf die mRNA Expression
der Gene, die up-stream von Hey2 in der Notch-Signalkaskade liegen (NRP1158,159,
Notch4 und Dll481), analysiert. Die Expression von COUP-TFII in HUAEC führte
nicht zu einer Veränderung in der Expression dieser Gene (NRP1 und Notch4-Daten
nicht gezeigt). In Abbildung 5.4 A ist die unveränderte mRNA Expression von Dll4 im
Vergleich zu Kontrolle zu sehen. Weiterhin wurden Gene, die down-stream von Hey2
in der Notch-Signalkaskade liegen, untersucht (Hey1 und EphrinB2). Die COUP-TFII
Expression in HUAEC hatte keinen Einfluss auf die Expression von Hey1 in diesen
Zellen (Abbildung 5.4 B). Allerdings führte die Repression von Hey2 durch COUP-TFII
Expression in HUAEC zu einer signifikanten Reduktion der EphrinB2 Expression (Ab-
bildung 5.5 A). Da EphB4 eines der venösen Markergene ist und nach You et al., 2005
durch die Notch-Signalkaskade reprimiert wird, wurde die mRNA Expression von EphB4
in mit COUP-TFII transduzierten HUAEC analysiert (Abbildung 5.5 B). Die EphB4
Expression zeigte einen leichten, allerdings nicht signifikanten Anstieg im Vergleich zur
Kontrolle (Abbildung 5.5 B). Zusätzlich wurden Gene auf mRNA-Ebene untersucht,
die unterschiedliche Expressionsmuster in HUAEC und HUVEC aufweisen (VEGF-
R2 und BMP2). Die Expression von VEGF-R2 und BMP2 wurde durch COUP-TFII
Überexpression in HUAEC jedoch nicht beeinflusst (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 5.4: Dll4 und Hey1 Expression in HUAEC - HUAEC wurden mit
LV COUP-TFII transduziert und 24 h, 48 h und 72 h nach der Transduktion analy-
siert. Dll4 (A) und Hey1 (B) mRNA-Expression wurde mittels real time PCR analysiert.
Die Balken für transduzierte HUAEC sind rot mit schräg gestreiftem Muster, während nicht
transduzierte HUAEC (rot) und HUVEC (blau) mit einfarbigen Balken dargestellt sind.
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Abbildung 5.5: EphrinB2 und EphB4 Expression in HUAEC - HUAEC wurden
mit LV COUP-TFII transduziert und 24 h, 48 h und 72 h nach der Transduktion analysiert.
EphrinB2 (A) und EphB4 (B) mRNA-Expression wurde mittels real time PCR analysiert.
Die Balken für transduzierte HUAEC sind rot mit schräg gestreiftem Muster, während
nicht transduzierte HUAEC (rot) und HUVEC (blau) mit einfarbigen Balken dargestellt
sind. (*# ): Werte, die sich laut Varianzanalyse (ANOVA; p < 0.05) statistisch signifikant
von LV GFP transduzierten Kontrollzellen (*) und von nicht transduzierten Kontrollzellen
(#) unterscheiden.
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5.1 Überexpression von COUP-TFII in HUAEC
COUP-TFII bindet direkt an den Promotor von Hey2
Die Beobachtung, dass eine Expression von COUP-TFII eine Repression von Hey2
zur Folge hat, führte zu der Hypothese, dass das venöse Markergen COUP-TFII eine
direkte Repression des arteriellen Markergens Hey2 ausübt. Um diese Hypothese zu
prüfen, wurde per Computeranalyse (Vector NT1®, Invitrogen) im Hey2 Promotor
nach einer möglichen Bindungsstelle für COUP-TFII gesucht. Der Transkriptionsfaktor
COUP-TFII bindet im chicken ovalbumin Promotor an eine unvollkommene Wiederho-
lung der Sequenz AGGTCA104–106. Der Hey2 Promotor enthält an Position -1.268 – -1.263
upstream vom Startkodon eine sehr ähnliche Sequenz. Mit zwei unabhängigen Methoden,
der Chromatin Immunpräzipitation (ChIP; Abbildung 5.6) und dem Elektrophoretic
Mobility Shift Assay (EMSA; Abbildung 5.7, wurde geprüft, ob COUP-TFII an dieser
Sequenz im Hey2 Promotor bindet.
Chromatin Immunpräzipitation - ChIP
Im ChIP Assay (siehe auch Abbildung 3.1) werden in einem ersten Schritt die zu
untersuchenden Zellen fixiert. Dadurch werden DNA-bindende Proteine kovalent mit
der DNA verknüpft. Anschließend wird die nicht gebundene DNA enzymatisch verdaut.
Die verbleibenden Komplexe aus DNA und Protein können nun mit Antikörpern gegen
das gewünschte Protein gereinigt (immunpräzipitiert) werden. Nach einem weiteren
enzymatischen Verdau — diesmal mit Proteinase K — bleiben die DNA-Sequenzen übrig,
an denen das zu untersuchende Protein gebunden hat. Durch eine PCR-Analyse mit
Primern gegen die vermutete Sequenz der Bindestelle können letztlich diese spezifischen
DNA-Sequenzen nachgewiesen werden.
Der ChIP Assay wurde für HUAEC und HUVEC durchgeführt (Abbildung 5.6).
Für die Immunpräzipitation wurden Antikörper gegen das Protein COUP-TFII verwen-
det (Abbildung 5.6 COUP.). Als Kontrolle für unspezifische DNA Bindungen dienten
zwei zusätzliche Antikörper: Anti-IgG (Abbildung 5.6 IgG) und anti-RNA-Polymerase
(Abbildung 5.6 RNA-P.). Die Positivkontrolle war die gesamte, unverdaute genomische
DNA (Abbildung 5.6 Input). Zur Detektion der Bindung von COUP-TFII an den
Hey2 Promotor dienten Primer, die ein 331 bp langes Fragment des Hey2 Promotors
amplifizieren, welches die Sequenz der vermuteten COUP-TFII Bindestelle einschließt
(Abbildung 5.6 A). In HUAEC, die kein COUP-TFII-Protein exprimieren, wurde keine
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5.1 Überexpression von COUP-TFII in HUAEC
Primer für COUP-TFII Bindestelle



















































Abbildung 5.6: Chromatin Immunpräzipitation - PCR Analyse mit Primern für die
vermutete COUP-TFII Bindestelle im Hey2 Promotor (A) und für GAPDH (B) in HUAEC
und HUVEC. Für die Immunpräzipitation wurden Anti-IgG- (IgG), Anti-RNA-Polymerase-
(RNA-P.), und Anti-COUP-TFII-Antikörper (COUP.) verwendet. Die unverdaute genomi-
sche DNA (Input) diente als Positivkontrolle. Die Fragmentlänge wurde mit Hilfe eines
100 bp Markers bestimmt.
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5.1 Überexpression von COUP-TFII in HUAEC
Bindung von COUP-TFII an den Hey2-Promotor detektiert. Im Gegensatz dazu ergab
die PCR-Analyse in HUVEC ein deutliches Signal in der erwarteten Produktgröße.
Dies deutet darauf hin, dass COUP-TFII an den Hey2 Promotor gebunden hat und
könnte die Repression von Hey2 in mit COUP-TFII transfizierten HUAEC erklären.
Als Kontrolle für den Erfolg des ChIP Assays dienten Primer für GAPDH (Abbildung
5.6 B). Da GAPDH ständing in beiden Zelltypen transkribiert wird, wurde eine Bindung
der RNA-Polymerase an die DNA des GAPDH-Gens sowohl in arteriellen, als auch in
venösen Endothelzellen detektiert. Im Gegensatz dazu konnte mit den Anti-IgG- und
den Anti-COUP-TFII-Antikörpern keine GAPDH-DNA koimmunpräzipitiert werden.
Electrophoretic Mobility Shift Assay - EMSA
Um eine spezifische Bindung von COUP-TFII an die vermutete Bindestelle im Hey2
Promotor zu bestätigen, wurde ein EMSA durchgeführt. Dieser Assay dient — wie ChIP
— dem Nachweis der Bindung eines Proteins an DNA. Allerdings werden bei EMSA
synthetisch hergestellte und biotinylierte DNA-Sequenzen verwendet. Im Gegensatz
zu ChIP, bei dem die komplette genomische DNA der Zellen verwendet wird, kann
so die Bindung an eine genau bekannte, kurze DNA-Sequenz nachgewiesen werden
(siehe auch Abschnitt 3.11). Aus den zu untersuchenden Zellen werden Kernextrakte
isoliert. Diese Extrakte werden anschließend mit biotinylierten DNA-Oligonukleotiden
inkubiert, die die vermutete Interaktionssequenz tragen. Anschließend wird unter nicht-
denaturierenden (nativen) Bedingungen eine Gelelektrophorese durchgeführt und die
DNA mit Hilfe von chemilumineszentem Streptavidin detektiert. Falls es in den Kernex-
trakten Proteine gibt, die an die DNA-Sequenz binden, wird dies als eine Verschiebung
der elektrophoretischen Mobilität der Oligonukleotide (Shift) detektiert. Eine zusätzliche
Inkubation des Protein / DNA-Ansatzes mit Antikörpern gegen das gesuchte Protein
resultiert aufgrund der höheren Molekularmasse in einer weiteren Verschiebung (Su-
pershift). So kann eindeutig nachgewiesen werden, dass das gesuchte Protein an das
verwendete Oligonukleotid bindet.
Um zu zeigen, dass COUP-TFII an die vermutete Bindestelle bindet, wurden syn-
thetische, 31 bp lange Oligonukleotide mit der entsprechenden Sequenz aus dem Hey2
Promotor (siehe Tabelle 3.11) verwendet. Durch Biotinylierung konnten die Oligonukleo-
tide auf einem nativen Gel sehr sensitiv nachgewiesen werden (Abbildung 5.7 DNAb.).
Diese Oligonukleotide wurden mit Kernextrakten aus HUVEC inkubiert (Abbildung
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5.7 DNAb.+KE). Durch Bindung des Proteins werden die Banden der biotinylierten
Oligonukleotide aufgrund der höheren Molekularmasse verschoben (Abbildung 5.7 Shift).
Wenn Kernextrakte zuerst mit nicht biotinylierten Oligonukleotiden mit gleicher Se-
quenz inkubiert wurden (Kompetitor, DNAk.), waren nicht mehr ausreichend freie



































Abbildung 5.7: Electrophoretic Mobility Shift Assay - Nachweis der COUP-TFII
Bindung an die spezifische DNA Oligosequenz. DNAb.: biotinylierte DNA Oligosequenz,
DNAB.+KE: biotinylierte DNA mit venösen Kernextrakten, DNAk.+KE+DNAb.: Kompe-
titor DNA (nicht biotinylierte DNA) mit venösen Kernextrakten und biotinylierter DNA Oli-
gosequenz, DNAb+KE+AK: biotinylierte DNA mit venösen Kernextrakten und zusätzlich
mit Anti-COUP-TFII-Antikörpern, DNAb-m: mutierte biotinylierte DNA Oligosequenz,
DNAb.-m+KE: mutierte biotinylierte DNA Oligosequenz mit venösen Kernextrakten.
zu binden. Daraus resultiert die Hemmung der Bande (Shift), die die Interaktion an-
zeigt (Abbildung 5.7 DNAc.+KE+DNAb). Kompetitor-Oligonukleotide sind ein Beweis
für einen spezifischen Shift. Das Protein, das an die spezifische Oligonukleotidsequenz
gebunden hat, konnte mit Hilfe von Antikörpern identifiziert werden. Dazu wurden bio-
tinylierte Oligonuklotide und venöse Kernextrakte mit Antikörpern gegen COUP-TFII
inkubiert (Abbildung 5.7 DNAc.+KE+AK). Das Binden der Antikörper an COUP-TFII
resultierte in einem Supershift und bestätigte die Hypothese, dass das gebundene Pro-
tein an der spezifischen Oligonukleotidsequenz aus dem Hey2 Promotor tatsächlich
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COUP-TFII ist. Um eine Kreuzreaktion der Antikörper auszuschließen, wurden zwei
unterschiedliche Antikörper gegen das COUP-TFII Protein verwendet, die an unter-
schiedlichen COUP-TFII Domänen binden. Dies erhöhte die Sicherheit des Nachweises
der COUP-TFII spezifischen Bindung. Um die Spezifizität der Oligonukleotidsequenz
zu prüfen, wurden AGTTCA Nukleotide durch AGTATA ersetzt (5.7 DNAb.-m). Wenn
die venösen Kernextrakte mit diesen mutierten biotinylierten Oligonukleotiden inkubiert
wurden, konnte kein Shift detektiert werden (5.7 DNAb.-m+KE). Dies ist der Beweis,
dass die AGTTCA Sequenz wichtig für Proteinbindung war. Durch die EMSA Analyse
wurde die Hypothese unterstützt, dass das venöse Markergen COUP-TFII direkt an
den Hey2 Promotor bindet und die Hey2 Expression reprimiert.
5.2 Hey2 Repression in HUAEC
Um zu testen, ob die Repression des arteriellen Markerges Hey2 in HUAEC einen Effekt
auf die Expression des venösen Markergens COUP-TFII hat, wurden HUAEC mit drei
unterschiedlichen lentiviralen Vektoren mit shHey2 kotransduziert (Abbildung 5.8) und
nach 24 h, 48 h und 72 h analysiert. Als Negativkontrolle dienten mit LV shControl
transduzierte HUAEC. Die physiologische Genexpression wurde anhand von nicht
transduzierten HUAEC und HUVEC analysiert. In Abbildung 5.8 ist eine erfolgreiche
Repression von Hey2 auf mRNA- (Abbildung 5.8 A) und Proteinebene (Abbildung 5.8 B)
zu sehen. Schon 24 h nach der Transduktion sank die Expression von Hey2 im Vergleich
zur Kontrolle stark ab und erreichte nach 72 h ca. 10% des physiologischen Wertes
von HUAEC. Allerdings hatte eine Repression von Hey2 in HUAEC keine Auswirkung
auf die COUP-TFII Expression (Abbildung 5.9). Die Expression von COUP-TFII blieb
unverändert im Vergleich zur Kontrolle.
Durch die Überexpression von COUP-TFII in arteriellen Endothelzellen wurde die
Expression von Hey2 reprimiert. Außerdem kam es zu einer verringerten Expression
des EphrinB2 Genes. EphrinB2 befindet sich in der Notch-Signalkaskade down stream
von Hey2. Daher liegt die Vermutung nahe, dass die Repression von EphrinB2 eine
Konsequenz des Ausbleibens von Hey2 war und kein direkter Einfluss von COUP-TFII
auf EphrinB2. Um dies zu testen, wurde in mit LV shHey2 transduzierten HUAEC die
Expression von EphrinB2 analysiert (Abbildung 5.10 A). Die mRNA-Analyse zeigte
eine signifikante Reduktion von EphrinB2 (Abbildung 5.10 A). Dies bedeutet, dass die
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Abbildung 5.8: Repression des Hey2 in HUAEC mittels short hairpin - HUAEC
wurden lentiviral mit drei unterschiedlichen short hairpins für Hey2 transduziert. 24 h,
48 h und 72 h nach der Transduktion wurde die Hey2 Expression auf mRNA- (A) und
Proteinebene (B) analysiert. Die Balken für transduzierte HUAEC sind rot mit schräg
gestreiftem Muster, während nicht transduzierte HUAEC (rot) und HUVEC (blau) mit
einfarbigen Balken dargestellt sind. In B ist über den quantifizierten Daten ein representativer
Westernblot für die Hey2 und GAPDH Proteinexpression gezeigt. (*# ): Werte, die sich
laut Varianzanalyse (ANOVA; p < 0.05) statistisch signifikant sowohl von LV shControl
transduzierten Kontrollzellen (*), als auch von nicht transduzierten Kontrollzellen (#)
unterscheiden. Nicht detektierbare Werte sind mit nd gekennzeichnet.
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5.2 Hey2 Repression in HUAEC
Reduktion von EphrinB2 in mit LV COUP-TFII transduzierten HUAEC nicht durch





































Abbildung 5.9: COUP-TFII Expression in HUAEC - HUAEC wurden lentiviral mit
drei unterschiedlichen Vektoren für short hairpin RNAs für Hey2 transduziert. 24 h, 48 h
und 72 h nach der Transduktion wurde die COUP-TFII Expression auf der mRNA-Ebene
mittels real time PCR analysiert. Die Balken für transduzierte HUAEC sind rot mit schräg
gestreiftem Muster, während nicht transduzierte HUAEC (rot) und HUVEC (blau) mit
einfarbigen Balken dargestellt sind.
Mit LV shHey2 transduzierte HUAEC wurden außerdem für mRNA Expressionsana-
lysen der Gene EphB4, DLL4 und Hey1 verwendet. In diesen Zellen hatte die Repression
von Hey2 keinen Einfluss auf die EphB4 - (Abbildung 5.10) und die Dll4 Expression
(Abbildung 5.11 A). Allerdings kam es zu einer starker Reduktion der Hey1 Expression
(Abbildung 5.11 B). Dies war überraschend, da in mit LV COUP-TFII transduzierten
HUAEC zwar eine Reduktion von Hey2, nicht aber von Hey1 beobachtet wurde.
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Abbildung 5.10: EphrinB2 und EphB4 Expression in HUAEC - HUAEC wurden
lentiviral mit drei unterschiedlichen Vektoren für short hairpin RNAs für Hey2 transduziert.
24 h, 48 h und 72 h nach der Transduktion wurde die EphrinB2 (A) und EphB4 (B)
Expression auf mRNA-Ebene mittels real time PCR analysiert. Die Balken für transduzierte
HUAEC sind rot mit schräg gestreiftem Muster, während nicht transduzierte HUAEC (rot)
und HUVEC (blau) mit einfarbigen Balken dargestellt sind. (*# ): Werte, die sich laut
Varianzanalyse (ANOVA; p < 0.05) statistisch signifikant von LV shControl transduzierten
Kontrollzellen (*) und von nicht transduzierten Kontrollzellen (#) unterscheiden.
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Abbildung 5.11: Dll4 und Hey1 Expression in HUAEC - HUAEC wurden lentiviral
mit drei unterschiedlichen Vektoren für short hairpin RNAs für Hey2 transduziert. 24 h,
48 h und 72 h nach der Transduktion wurde die Dll4 (A) und Hey1 (B) Expression auf
mRNA-Ebene mittels real time PCR analysiert. Die Balken für transduzierte HUAEC sind
rot mit schräg gestreiftem Muster, während nicht transduzierte HUAEC (rot) und HUVEC
(blau) mit einfarbigen Balken dargestellt sind. (*# ): Werte, die sich laut Varianzanalyse
(ANOVA; p < 0.05) statistisch signifikant von LV shControl transduzierten Kontrollzellen
(*) und von nicht transduzierten Kontrollzellen (#) unterscheiden.
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5.3 Kombinierte Überexpression von COUP-TFII und Repression von
Hey2 in HUAEC
5.3 Kombinierte Überexpression von COUP-TFII und Re-
pression von Hey2 in HUAEC
Eine Überexpression des venösen Markergens COUP-TFII in HUAEC führte zu einer
Repression des arteriellen Markergens Hey2. Ausserdem wurde durch die Reduktion
von Hey2 eine verringerte Expression von EphrinB2 festgestellt. Folglich wurde die
Repression von EphrinB2 durch die Reduktion von Hey2 verursacht und nicht durch
einen direkten Einfluss von COUP-TFII. Dies wurde in mit LV shHey2 transduzier-
ten HUAEC bestätigt. Um zu testen, ob eine Kombination von LV COUP-TFII und
LV shHey2 in HUAEC diese Effekte verstärken oder verringern könnte, wurden HUAEC
mit LV COUP-TFII und LV shHey2 kotransduziert. Transduzierte HUAEC wurden
24 h, 48 h und 72 h nach der Transduktion untersucht. Als Negativkontrolle dienten
mit LV GFP und LV shControl tranduzierte HUAEC. Nicht transduzierte HUAEC und
HUVEC wurden als Vergleich für die physiologische Genexpression herangezogen. In Ab-
bildung 5.12 ist eine erfolgreiche Expression von COUP-TFII zu sehen. Das COUP-TFII
Gen wurde nach 24 h sowohl auf mRNA- (Abbildung 5.12 A), als auch auf der Protei-
nebene (Abbildung 5.12 B) sehr stark überexprimiert. Allerdings normalisierte sich die
Expression nach 48 h und entsprach dem physiologischen Wert venöser Endothelzellen
(Abbildung 5.12 blaue Balken).
Die Kombination der Überexpression von COUP-TFII und der Repression von
Hey2 führte zur einer Repression von Hey2 sowohl auf mRNA- (Abbildung 5.13 A),
als auch auf Proteinebene (Abbildung 5.13 B). Auch diese verstärkte Reduktion der
Hey2 Expression hatte keinen Einfluss auf die Dll4 Expression (Abbildung 5.14 A).
Eine Kombination der COUP-TFII Überexpression und Hey2 Reprimierung in HUAEC
hatte keine zusätzlichen Effekte auf Gene der Notch-Signalkaskade. Eine Reduktion von
EphrinB2 konnte erneut beobachtet werden (Abbildung 5.15 A) und die Expression von
EphB4 blieb unverändert im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 5.15 B). Die Expression
von Hey1 wurde erneut reduziert (Abbildung 5.14 B).
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Abbildung 5.12: Überexpression von COUP-TFII und Hey2 Repression in
HUAEC - HUAEC wurden mit LV COUP-TFII und LV shHey2 transduziert. 24 h,
48 h und 72 h nach der Transduktion wurde die COUP-TFII Expression auf mRNA- (A)
und Proteinebene (B) analysiert. Die Balken für transduzierte HUAEC sind rot mit schräg
gestreiftem Muster, während nicht transduzierte HUAEC (rot) und HUVEC (blau) mit ein-
farbigen Balken dargestellt sind. In B ist über den quantifizierten Daten ein representativer
Westernblot für die COUP-TFII und GAPDH Proteinexpression gezeigt.(*# ): Werte, die
sich laut Varianzanalyse (ANOVA; p < 0.05) statistisch signifikant von LV GFP und LV
shControl (*) transduzierten Kontrollzellen und von nicht transduzierten Kontrollzellen (#)
unterscheiden. Nicht detektierbare Werte sind mit nd gekennzeichnet.
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Abbildung 5.13: Hey2 Expression in HUAEC - HUAEC wurden mit LV COUP-TFII
und LV shHey2 transduziert. 24 h, 48 h und 72 h nach der Transduktion wurde die Hey2
Expression auf mRNA- (A) und Proteinebene (B) analysiert. Die Balken für transduzierte
HUAEC sind rot mit schräg gestreiftem Muster, während nicht transduzierte HUAEC (rot)
und HUVEC (blau) mit einfarbigen Balken dargestellt sind. In B ist über den quantifizierten
Daten ein representativer Westernblot für die Hey2 und GAPDH Proteinexpression gezeigt.
(*# ): Werte, die sich laut Varianzanalyse (ANOVA; p < 0.05) statistisch signifikant von mit
LV GFP und LV shControl transduzierten Kontrollzellen (*) und von nicht transduzierten
Kontrollzellen (#) unterscheiden. Nicht detektierbare Werte sind mit nd gekennzeichnet.
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Abbildung 5.14: Dll4 und Hey1 Expression in HUAEC - HUAEC wurden mit
LV COUP-TFII und LV shHey2 transduziert. 24 h, 48 h und 72 h nach der Transduktion
wurde die Dll4 (A) und Hey1 (B) Expression mittels real time PCR analysiert. Die Balken für
transduzierte HUAEC sind rot mit schräg gestreiftem Muster, während nicht transduzierte
HUAEC (rot) und HUVEC (blau) mit einfarbigen Balken dargestellt sind. (*# ): Werte, die
sich laut Varianzanalyse (ANOVA; p < 0.05) statistisch signifikant von mit LV GFP und
LV shControl transduzierten Kontrollzellen (*) und von nicht transduzierten Kontrollzellen
(#) unterscheiden.
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Abbildung 5.15: EphrinB2 und EphB4 Expression in HUAEC - HUAEC wurden
mit LV COUP-TFII und LV shHey2 transduziert. 24 h, 48 h und 72 h nach der Transduktion
wurde die EphrinB2 (A) und EphB4 (B) Expression mittels real time PCR analysiert. Die
Balken für transduzierte HUAEC sind rot mit schräg gestreiftem Muster, während nicht
transduzierte HUAEC (rot) und HUVEC (blau) mit einfarbigen Balken dargestellt sind.
(*# ): Werte, die sich laut Varianzanalyse (ANOVA; p < 0.05) statistisch signifikant von mit





Die Überexpression des venösen Markergens COUP-TFII in HUAEC führte zur einer
Repression des arteriellen Markergens Hey2. Die COUP-TFII Expression blieb über drei
Zellpassagen stabil und sorgte für eine langanhaltende Repression des Hey2 Gens. ChIP
und EMSA Analysen zeigten, dass COUP-TFII direkt an dem Hey2 Promotor bindet
und damit die Expression von Hey2 reprimiert. Die verringerte Menge an Hey2 Protein
in arteriellen Endothelzellen hatte eine Herabregulation der Expression von EphrinB2
zur Folge, die nicht durch einen direkten Einfluss von COUP-TFII verursacht wurde.
Dies wurde durch eine direkte Repression von Hey2 durch short hairpin RNAs ohne die
Anwesenheit von COUP-TFII bestätigt. Die alleinige Repression von Hey2 mit short
hairpin RNAs verursachte eine starke Reduktion in der Hey1 Expression. Die Expression
der Dll4 und EphB4 Gene wurde durch die Modulation in HUAEC nicht beeinflusst.
DLL4
Notch4







       HUAEC:
Abbildung 5.16: Genmodulation in HUAEC - Schematische Darstellung der Genmo-
dulation in HUAEC - Die anatomischen Unterschiede zwischen Arterie und Vene sind oben
dargestellt. Darunter befindet sich eine nach95 modifizierte Notch-Signalkaskade. Der blaue
Pfeil zeigt die Auswirkung der COUP-TFII Überexpression in HUAEC, während der rote





Während die Entwicklung von arteriellen Gefäßen relativ gut verstanden ist26–30, ist
bisher wenig darüber bekannt, wie Venen ihren Phänotyp manifestieren. You et al.95
haben gezeigt, dass HUVEC präferenziell das COUP-TFII Gen exprimieren. Da die
Gene der Notch-Signalkaskade in HUVEC nicht exprimiert werden, stellt sich die Frage,
ob es durch die Modulation der Expression von COUP-TFII und Hey2 in HUVEC
möglich ist, die Expression der Gene der Notch-Signalkaskade zu beeinflussen.
6.1 Überexpression von Hey2 in HUVEC
Wie schon in Kapitel 3 aufgeführt, ist Hey2 ein down-stream Gen in der Notch-
Signalkaskade. Um zu untersuchen, ob dieses arterielle Markergen einen Einfluss auf die
Expression des venösen Markergens COUP-TFII hat, wurden HUVEC mit LV Hey2
transduziert. 24 h, 48 h und 72 h nach der Transduktion wurde die Expression ver-
schiedener Gene (NRP1, Notch4, Dll4, Hey1, EphrinB2, EphB4, VEGF-R2 und BMP2)
analysiert. Als Kontrolle dienten mit LV GFP transduzierte HUVEC. Nicht transdu-
zierte HUVEC und HUAEC dienten als Maß für die physiologische Expression der
untersuchten Gene.
Die Transduktion von HUVEC mit LV Hey2 führte zu einer starken Überexpression
von Hey2 nach 24 h (Abbildung 6.1). Diese Überexpression normalisierte sich 48 h nach
der Transduktion, und erreichte einen, mit dem physiologischem Wert in nicht transdu-
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24h 48h 72h 24h 24h24h
Abbildung 6.1: Hey2 Überexpression in HUVEC - HUVEC wurden mit LV Hey2
transduziert. 24 h, 48 h und 72 h nach der Transduktion wurde die Hey2 mRNA (A) und
Protein (B) Expression analysiert. Die Balken für transduzierte HUVEC sind blau mit schräg
gestreiftem Muster, während nicht transduzierte HUAEC (rot) und HUVEC (blau) mit
einfarbigen Balken dargestellt sind. In B ist über den quantifizierten Daten ein representativer
Westernblot für die Hey2 und GAPDH Proteinexpression gezeigt. Nicht detektierbare Werte
sind mit nd gekennzeichnet.
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Abbildung 6.2: COUP-TFII Expression in HUVEC - HUVEC wurden mit LV Hey2
transduziert. 24 h, 48 h und 72 h nach der Transduktion wurde die COUP-TFII mRNA
(A) und Protein (B) Expression analysiert. Die Balken für transduzierte HUVEC sind blau
mit schräg gestreiftem Muster, während nicht transduzierte HUAEC (rot) und HUVEC
(blau) mit einfarbigen Balken dargestellt sind. In B ist über den quantifizierten Daten ein
representativer Westernblot für die COUP-TFII und GAPDH Proteinexpression gezeigt.
Nicht detektierbare Werte sind mit nd gekennzeichnet.
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Abbildung 6.3: Hey2 Überexpression in HUVEC nach der Zellpassage 3 - HU-
VEC wurden mit LV Hey2 transduziert und Zellen wurden über drei Passagen kultiviert
(2 1/2 Wochen). Nach der Passage 3 wurde die Hey2 (A) und COUP-TFII (B) Proteinex-
pression analysiert. Die Balken für transduzierte HUVEC sind blau mit schräg gestreiftem
Muster, während nicht transduzierte HUAEC (rot) und HUVEC (blau) mit einfarbigen
Balken dargestellt sind. Über den quantifizierten Daten sind representative Westernblots
für Hey2 und GAPDH (A) und COUP-TFII und GAPDH (B) Proteinexpression gezeigt.
Nicht detektierbare Werte sind mit nd gekennzeichnet.
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6.1 Überexpression von Hey2 in HUVEC
zierten HUAEC (Abbildung 6.1 roter Balken) vergleichbaren Wert. Die Überexpression
von Hey2 in HUVEC hatte jedoch keinen Einfluss auf die COUP-TFII Genexpression
(Abbildung 6.2). Weder im Vergleich mit LV GFP transduzierten HUVEC, noch mit
lentiviral nicht behandelten Zellen ist eine signifikante Veränderung der COUP-TFII
Expression zu sehen. Um zu prüfen, ob Hey2 über einen längeren Zeitraum einen Einfluss
auf die Expresion von COUP-TFII hat, wurden HUVEC mit LV Hey2 transduziert und
über drei Zellpassagen kultiviert (Abbildung 6.3). Auch nach Passage 3 (ca. 2 12 Wochen)
wurde das arterielle Markergen Hey2 stabil exprimiert (Abbildung 6.3 A). Allerdings
konnte auch die langzeitige Überexpression von Hey2 die COUP-TFII Genexpression
nicht beeinflussen (Abbildung 6.3 B).
Einfluss von Hey2 auf andere Mitglieder der Notch-Signalkaskade in
HUVEC
Um zu testen, ob eine Überexpression des arteriellen Markergens Hey2 in HUVEC einen
Einfluss auf die Expression der Gene der Notch-Signalkaskade haben könnte, wurde
in mit LV Hey2 transduzierten HUVEC eine mRNA Expressionsanalyse für die Gene
der Notch-Signalkaskade durchgeführt (NRP1, Notch4, Dll4, Hey1 und EphrinB2). Die
Hey2 Expression in HUVEC führte zu keiner Veränderung in der Dll4 Genexpression
(Abbildung 6.4 A). Interessanterweise verursacht die Hey2 Expression eine starke Reduk-
tion von Hey1 (Abbildung 6.4 B). Die Expression von EphrinB2 in HUVEC wurde jedoch
durch die Hey2 Expression nicht beeinflusst (Abbildung 6.5 A). Die mRNA - Analyse
von EphB4 zeigte einen Anstieg der Expression nach 24 h (Abbildung 6.5 B). Allerdings
wurde diese Aktivierung nach 72 h auf dem Niveau des physiologischen EphB4 - Wertes
in HUVEC normalisiert (Abbildung 6.5 B blauer Balken). Zusätzlich wurden die Gene,
die präferenziell in HUVEC oder HUAEC exprimiert werden (VEGF-R2, CD44, BMP2
und EphB4), untersucht. Überexpression von Hey2 in HUVEC hatte keine Auswirkung
auf die Expression der Gene NRP1, Notch4, VEGF-R2, CD44 und BMP2 (Daten nicht
gezeigt).
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24h 48h 72h 24h 24h24h
Abbildung 6.4: Dll4 und Hey1 Expression in HUVEC - HUVEC wurden mit
LV Hey2 transduziert. 24 h, 48 h und 72 h nach der Transduktion wurde die Dll4 (A) und
Hey1 (B) mRNA Expression analysiert. Die Balken für transduzierte HUVEC sind blau
mit schräg gestreiftem Muster, während nicht transduzierte HUAEC (rot) und HUVEC
(blau) mit einfarbigen Balken dargestellt sind. (*# ): Werte, die sich laut Varianzanalyse
(ANOVA; p < 0.05) statistisch signifikant von LV GFP transduzierten Kontrollzellen (*)
und von nicht transduzierten Kontrollzellen (#) unterscheiden.
77












24h 48h 72h 24h 24h24h































































Abbildung 6.5: EphrinB2 und EphB4 Expression in HUVEC - HUVEC wurden
mit LV Hey2 transduziert. 24 h, 48 h und 72 h nach der Transduktion wurde die EphrinB2
(A) und EphB4 (B) mRNA Expression analysiert. Die Balken für transduzierte HUVEC sind
blau mit schräg gestreiftem Muster, während nicht transduzierte HUAEC (rot) und HUVEC
(blau) mit einfarbigen Balken dargestellt sind. (*# ): Werte, die sich laut Varianzanalyse
(ANOVA; p < 0.05) statistisch signifikant von LV GFP transduzierten Kontrollzellen (*)
und von nicht transduzierten Kontrollzellen (#) unterscheiden.
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Abbildung 6.6: Repression von COUP-TFII in HUVEC - HUVEC wurden mit
LV shCOUP-TFII transduziert. 24 h, 48 h und 72 h nach der Transduktion wurde die
COUP-TFII Expression auf mRNA- (A) und Proteinebene (B) analysiert. Die Balken für
transduzierte HUVEC sind blau mit schräg gestreiftem Muster, während nicht transduzierte
HUAEC (rot) und HUVEC (blau) mit einfarbigen Balken dargestellt sind. In B ist über
den quantifizierten Daten ein representativer Westernblot für die COUP-TFII und GAPDH
Proteinexpression gezeigt. Nicht detektierbare Werte sind mit nd gekennzeichnet.
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6.2 Repression von COUP-TFII in HUVEC
6.2 Repression von COUP-TFII in HUVEC
Durch die Expression des arteriellen Markergens Hey2 in HUVEC konnte keine Veränderung
in der Genexpression von Dll4 und Notch4 bewirkt werden. Daher wurde das venöse
Markergen COUP-TFII in HUVEC mit shRNA gegen COUP-TFII reprimiert. HUVEC
wurden mit drei lentiviralen Vektoren für unterschiedliche short hairpin RNAs gegen
COUP-TFII kotransduziert. Es folgte eine mRNA- und Proteinanalyse 24 h, 48 h
und 72 h nach der Transduktion. Mit LV shControl transduzierte HUVEC dienten
als Kontrolle, während nicht transduzierte HUAEC und HUVEC eine Referenz für
die physiologische Expression der zu untersuchenden Gene darstellten. Die Repression
von COUP-TFII durch short hairpins ist in Abbildung 6.6 auf mRNA- (A) und Pro-
teinebene (B) dargestellt. Während die Repression auf der RNA Ebene tendenzielle,
aber keine signifikante Auswirkungen zeigte (Abbildung 6.6 A), wurde COUP-TFII auf





































Abbildung 6.7: Hey2 Expression in HUVEC - HUVEC wurden mit LV shCOUP-TFII
transduziert. 24 h, 48 h und 72 h nach der Transduktion wurde die Hey2 mRNA Expression
analysiert. Die Balken für transduzierte HUVEC sind blau mit schräg gestreiftem Muster,
während nicht transduzierte HUAEC (rot) und HUVEC (blau) mit einfarbigen Balken
dargestellt sind. In B ist über den quantifizierten Daten ein representativer Westernblot für
die Hey2 und GAPDH Proteinexpression gezeigt. Nicht detektierbare Werte sind mit nd
gekennzeichnet.
Die Repression von COUP-TFII in HUVEC veränderte nicht die Expression von
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6.2 Repression von COUP-TFII in HUVEC
Hey2 in diesen Zellen (Abbildung 6.7). Die Abbildung 6.7 zeigt keine Veränderung der
Hey2 Expression in HUVEC auf mRNA Ebene.
Einfluss von COUP-TFII Repression auf andere Mitglieder der Notch-
Signalkaskade in HUVEC
You et al.95 stellten die Hypothese auf, dass COUP-TFII die Notch-Signalkaskade
reprimiert. Daher wurden auch die anderen Gene der Notch-Signalkaskade in mit
LV shCOUP-TFII transduzierten HUVEC auf mRNA Ebene untersucht. Interessan-
terweise führte die Repression von COUP-TFII in HUVEC zu einem starken Anstieg
der Dll4 Expression (Abbildung 6.8 A). Diese Steigerung der Dll4 Expression könnte
dosisabhängig von der vorhandenen Menge an COUP-TFII sein. Bei einer maximalen
COUP-TFII Repression nach 72 h (Abbildung 6.6 B) ist der Anstieg der Dll4 Expression
maximal (Abbildung 6.8 A). Die Expression von Hey1 wurde nach 72 h leicht, aber
nicht signifikant gesteigert (Abbildung 6.8 B). Ebenfalls interessant ist die Tatsache,
dass die Expression von EphrinB2 die gleiche Steigung wie Dll4 zeigte. Je niedriger der
COUP-TFII Wert war (Abbildung 6.6 B), desto stärker wurde EphrinB2 exprimiert
(Abbildung 6.9 A). Die mRNA-Analyse des EphB4 Genes zeigte eine starke Induktion,
die über 72 h stabil blieb (Abbildung 6.9 B). Diese Daten zeigen, dass COUP-TFII ein
Repressor für Dll4, EphrinB2 und EphB4 in HUVEC sein könnte.
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Abbildung 6.8: Dll4 und Hey1 Expression in HUVEC - HUVEC wurden mit
LV shCOUP-TFII transduziert. 24 h, 48 h und 72 h nach der Transduktion wurde die Dll4
(A) und Hey1 (B) mRNA Expression analysiert. Die Balken für transduzierte HUVEC sind
blau mit schräg gestreiftem Muster, während nicht transduzierte HUAEC (rot) und HUVEC
(blau) mit einfarbigen Balken dargestellt sind. (*# ): Werte, die sich laut Varianzanalyse
(ANOVA; p < 0.05) statistisch signifikant von LV shControl transduzierten Kontrollzellen
(*) und von nicht transduzierten Kontrollzellen (#) unterscheiden.
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Abbildung 6.9: EphrinB2 und EphB4 Expression in HUVEC - HUVEC wurden
mit LV shCOUP-TFII transduziert. 24 h, 48 h und 72 h nach der Transduktion wurde die
EphrinB2 (A) und EphB4 (B) mRNA Expression analysiert. Die Balken für transduzierte
HUVEC sind blau mit schräg gestreiftem Muster, während nicht transduzierte HUAEC
(rot) und HUVEC (blau) mit einfarbigen Balken dargestellt sind. (*# ): Werte, die sich laut
Varianzanalyse (ANOVA; p < 0.05) statistisch signifikant von LV shControl transduzierten
Kontrollzellen (*) und von nicht transduzierten Kontrollzellen (#) unterscheiden.
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6.3 Überexpression von Hey2 und COUP-TFII Repression in HUVEC
6.3 Überexpression von Hey2 und COUP-TFII Repressi-
on in HUVEC
Die Repression von COUP-TFII in venösen Endothelzellen zeigte starke Auswirkungen
auf die Expression von Dll4, EphrinB2 und EphB4. Um zu sehen, ob eine zusätzliche
Überexpression von Hey2 einen verstärkenden Effekt auf die Expression dieser Gene
haben könnte, wurden venöse Endothelzellen mit einer Kombination aus LV Hey2 und
LV shCOUP-TFII transduziert. Nach 24 h, 48 h und 72 h wurde eine mRNA- und
Proteinanalyse durchgeführt. Als Kontrolle dienten mit LV GFP und LV shControl
transduzierte HUVEC. Nicht transduzierte HUAEC und HUVEC dienten als Vergleich
für die physiologische Genexpression. Die Kombination der lentiviralen Transduktion
mit shCOUP-TFII und LV Hey2 in HUVEC zeigte eine erfolgreiche Überexpression
von Hey2 auf mRNA- (Abbildung 6.10 A) und Proteinebene (Abbildung 6.10 B),
sowie eine signifikante Reduktion der COUP-TFII mRNA (Abbildung 6.11 A) und
Proteinexpression (Abbildung 6.11 B).
Die Kombination der Überexpression von Hey2 und COUP-TFII Repression in
HUVEC führte nicht zu zusätzlichen Veränderungen in der Genexpression von Dll4,
Hey1, EphrinB2 und EphB4. Die Steigerung der Expression von Dll4 (Abbildung 6.12 A)
war vergleichbar mit der Steigerung durch die alleinige Herabregulation von COUP-TFII
(Abbildung 6.8 A). Die zusätzliche Überexpression von Hey2 (Abbildung 6.10) veränderte
folglich die Dll4 Induktion nicht (Abbildung 6.12 A). Hey1 mRNA Expression zeigte eine
Steigerung (Abbildung 6.12 B), allerdings wurde diese Steigerung auch in Kontrollzellen
gesehen. Wahrscheinlich wurde dieser Effekt durch lenitiviralen Stress verursacht. Auch
die Expressionen von EphrinB2 (Abbildung 6.13 A) und EphB4 (Abbildung 6.13 B)
wurden durch eine zusätzliche Überexpression von Hey2 nicht beeinflusst.
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Abbildung 6.10: Hey2 Überexpression und COUP-TFII Repression in HUVEC
- HUVEC wurden mit LV Hey2 und LV shCOUP-TFII transduziert. 24 h, 48 h und 72 h
nach der Transduktion wurde die Hey2 Expression auf der mRNA- (A) und Proteinebene (B)
analysiert. Die Balken für transduzierte HUVEC sind blau mit schräg gestreiftem Muster,
während nicht transduzierte HUAEC (rot) und HUVEC (blau) mit einfarbigen Balken
dargestellt sind. In B ist über den quantifizierten Daten ein representativer Westernblot für
die Hey2 und GAPDH Proteinexpression gezeigt. Nicht detektierbare Werte sind mit nd
gekennzeichnet.
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Abbildung 6.11: COUP-TFII Repression in HUVEC - HUVEC wurden mit LV Hey2
und LV shCOUP-TFII transduziert. 24 h, 48 h und 72 h nach der Transduktion wurde die
COUP-TFII Expression auf der mRNA- (A) und Proteinebene (B) analysiert. Die Balken für
transduzierte HUVEC sind blau mit schräg gestreiftem Muster, während nicht transduzierte
HUAEC (rot) und HUVEC (blau) mit einfarbig Balken dargestellt sind. In B ist über den
quantifizierten Daten ein representativer Westernblot für die COUP-TFII und GAPDH
Proteinexpression gezeigt. (*# ): Werte, die sich laut Varianzanalyse (ANOVA; p < 0.05)
statistisch signifikant von mit LV GFP und LV shControl transduzierten Kontrollzellen (*)
und von nicht transduzierten Kontrollzellen (#) unterscheiden. Nicht detektierbare Werte
sind mit nd gekennzeichnet.
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Abbildung 6.12: Dll4 und Hey1 Expression in HUVEC - HUVEC wurden mit
LV Hey2 und LV shCOUP-TFII transduziert. 24 h, 48 h und 72 h nach der Transduktion
wurde die Dll4 (A) und Hey1 (B) mRNA Expression analysiert. Die Balken für transduzierte
HUVEC sind blau mit schräg gestreiftem Muster, während nicht transduzierte HUAEC
(rot) und HUVEC (blau) mit einfarbigen Balken dargestellt sind. (*# ): Werte, die sich
laut Varianzanalyse (ANOVA; p < 0.05) statistisch signifikant von mit LV GFP und LV
shControl transduzierten Kontrollzellen (*) und von nicht transduzierten Kontrollzellen (#)
unterscheiden.
87


















































































Abbildung 6.13: EphrinB2 und EphB4 Expression in HUVEC - HUVEC wurden
mit LV Hey2 und LV shCOUP-TFII transduziert. 24 h, 48 h und 72 h nach der Transduktion
wurde die EphrinB2 (A) und EphB4 (B) mRNA Expression analysiert. Die Balken für
transduzierte HUVEC sind blau mit schräg gestreiftem Muster, während nicht transduzierte
HUAEC (rot) und HUVEC (blau) mit einfarbigen Balken dargestellt sind. (*# ): Werte, die
sich laut Varianzanalyse (ANOVA; p < 0.05) statistisch signifikant von mit LV GFP und





Die Überexpression von Hey2 in venösen Endothelzellen konnte die Genexpression von
COUP-TFII nicht beeinflussen. Sehr interessant war jedoch die Tatsache, dass diese
Überexpression das Hey1 Gen reprimiert. Die Repression von COUP-TFII in HUVEC
löste eine starke Expression von Dll4, EphrinB2 und EphB4 aus. Durch die zusätzliche
Überexpression von Hey2 konnte dieser Effekt weder gesteigert, noch verringert werden.
Dies deutet darauf hin, dass das venöse Markergen COUP-TFII ein Repressor von Dll4,
EphrinB2 und EphB4 in HUVEC sein könnte.
DLL4
Notch4







       HUVEC:
Abbildung 6.14: Genmodulation in HUVEC - Schematische Darstellung der Gen-
modulation in HUVEC - Die anatomische Unterschiede zwischen Arterie und Vene sind
oben dargestellt. Darunter befindet sich eine nach95 modifizierte Notch-Signalkaskade. Der
rote Pfeil zeigt die Auswirkung von Hey2 Expression in HUVEC, während blaue Pfeile die




Ein besseres Verständnis der molekularen Prozesse der arterio-venösen Differenzierung
ist von entscheidender Bedeutung für das Verständnis der Arteriosklerose. Dies könnte
zu neuen therapeutischen Ansätzen in der Vorbeugung von Arteriosklerose führen.
Ausserdem könnte eine Reprogrammierung — z.B. vom venösen in den arteriellen
Phänotyp — entscheidend zur Verringerung der Restenoserate bei venösen Bypässen
nach Bypassoperationen von Patienten mit koronarer Herzkrankheit bzw. bei AV-Shunt-
Operationen dialysepflichtiger Patienten beitragen.
In der vorliegeneden Arbeit wurde der Einfluss des arteriellen Markergens Hey2 und
des venösen Markergens COUP-TFII auf das Expressionsmuster der Gene der Notch-
Signalkaskade in humanen primären arteriellen und venösen Endothelzellen untersucht.
Zur effizienten Genmodulation in Endothelzellen wurden lentivirale Vektoren konstruiert
und verwendet, da herkömmliche, nicht virale Transfektionsmethoden in Endothelzellen
zu geringe Transfektionsraten erreichen.
7.1 Lentiviraler Gentransfer
Lentivirale Vektoren sind aufgrund ihres ausgeprägten Tropismus, welcher durch das
G-Protein des vesikulären Stomatitis-Virus vermittelt wird, ein attraktives Gentransfer-
system. Eine Rekombination des Vektors mit anderen Viren ist durch gezielte Modifizie-
rungen de facto ausgeschlossen, was die biologische Arbeitssicherheit mit dem Vektor
gewährleistet. Ein weiterer Vorteil lentiviraler Vektoren sind ihre Fähigkeit, in das
Wirtsgenom zu integrieren. Dies ermöglicht eine Langzeitexpression151,152,154–157. Wie
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am Anfang von Kapitel 4 gezeigt, eignen sich herkömmliche Transfektionsmethoden, wie
z.B. liposomale Transfektion, nicht für eine effiziente Transfektion von Endothelzellen.
Aufgrund dieser Tatsache wurde in dieser Arbeit zunächst ein lentiviraler Vektor eta-
bliert und seine Transduktionsfähigkeit in primären humanen Endothelzellen untersucht.
Für diese Experimente wurde ein lentiviraler Vektor verwendet, der für das grün-
fluoreszierende Protein (GFP) kodiert. Dies ermöglichte eine effiziente Untersuchung
der Transduktionseffizienz durch FACS-Analyse und Fluoreszenzmikroskopie.
Lentivirale Transduktion erzielte in HUAEC und in HUVEC eine — in diesen Zellen
bisher unerreichte — Transduktionseffizienz von 70% in HUAEC bzw. nahe 100% in
HUVEC. Die Expression der Zielgene war über mehrere Passagen stabil, wurde also
während der Zellteilung an die Tochterzellen weitergegeben. Für eine erfolgreiche Wir-
kung, muss das Zielgen nicht nur exprimiert, sondern auch richtig prozessiert und zu
seinem Wirkungsort transportiert werden. Um dies zu prüfen, wurden HUAEC mit
LV COUP-TFII transduziert. COUP-TFII ist ein Transkriptionsfaktor, der aktiv in
den Zellkern transloziert wird160. Durch Immunfärbung konnte gezeigt werden, dass
COUP-TFII nur in den Nuclei der transduzierten HUAEC nachzuweisen war. Dies
zeigt, dass der Transkriptionsfaktor COUP-TFII auch nach lentiviraler Transduktion
korrekt lokalisiert. Dies ist ein starker Hinweis auf eine korrekte Prozessierung des
Proteins. Das COUP-TFII korrekt prozessiert wurde und im Zellkern aktiv war, wird
auch durch die weiterführenden Experimente mit der Expression von diesem Protein in
HUAEC bestätigt (siehe Abschnitt 7.2). Aufgrund dieser vielversprechenden Eigenschaf-
ten wurden lentivirale Vektoren für die Überexpression bzw. Repression von Zielgenen in
HUAEC und HUVEC hergestellt und für alle weiterführenden Experimente verwendet.
7.2 Genmodulation in humanen primären arteriellen Endo-
thelzellen - HUAEC
Die Differenzierung arterieller Endothelzellen aus dem primitiven vaskulären Netzwerk
ist ein genetisch vorprogrammierter Prozess, der in der frühen Embryogenese stattfindet.
Bisherige Studien haben gezeigt, dass arterielle Endothelzellen ihren Phänotyp mit Hilfe
der Notch-Signalkaskade40,161–165 festlegen. Teil dieser Signalkaskade ist auch Hey2, das
fast ausschließlich in arteriellen Endothelzellen exprimiert wird und daher als Marker
für diese Zellen dienen kann166. Im Gegensatz dazu wird die venöse Identität durch die
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Hemmung der Notch-Signalkaskade und durch die vermehrte Expression des venösen
Markergens COUP-TFII gesichert17,24,95. Mutationen in Dll4 oder Notch4 führen zur
Inaktivierung der Expression arterieller Gene und zu einer erhöhten Expression des
Rezeptors EphB4 und von COUP-TFII23,79. Es wird vermutet, dass COUP-TFII in
venösen Endothelzellen die Notch-Signalkaskade reprimiert und dadurch den venösen
Phänotyp ermöglicht95.
Partielle Reprogrammierung von HUAEC durch Überexpression von
COUP-TFII
Um zu testen, ob in ausdifferenzierten arteriellen Endothelzellen das venöse Marker-
gen COUP-TFII einen Einfluss auf die Gene der Notch-Signalkaskade hat, wurden
HUAEC mit einem lentviralen Vektor für COUP-TFII transduziert. Interessanterweise
führte die Expression von COUP-TFII in HUAEC zu einer Repression des arteriellen
Markergens Hey2. Dies ist ein erster Schritt der Reprogrammierung von arteriellen zu
venösen Endothelzellen. Die mRNA Analyse anderer Gene, die präferenziell in arteriellen
Endothelzellen exprimiert werden (VEGF-R2, CD4442,166–168 bzw. Dll4, Nrp1, Jagged1
und Notch440,81,169) zeigte allerdings keine Veränderung in der Expression dieser Gene.
Dies unterstützt die Hypothese, dass eine Überexpression von COUP-TFII in HUAEC
allein keine vollständige Reprogrammierung bewirken konnte. Vermutlich sind für eine
vollständige Reprogrammierung noch weitere Kofaktoren von COUP-TFII nötig, die in
arteriellen Endothelzellen nicht vorhanden sind.
COUP-TFII ist ein direkter Repressor von Hey2
Da Hey2 eines der Zielgene der Notch-Signalkaskade ist, könnte die Repression von Hey2
ein indirekter Effekt der Repression von Notch4 oder seiner Liganden Jagged1, Nrp1
und Dll4 sein. Eine Analyse der mRNA Expression der Gene der Notch-Signalkaskade
zeigte jedoch, dass eine Überexpression von COUP-TFII in HUAEC keinen Einfluss
auf die Expression von Genen hatte, die in der Kaskade oberhalb (Dll4, Nrp1, Jagged1
und Notch440,81) bzw. neben (Hey170,75,83,87,91,92,170) Hey2 stehen. Das einzige weitere
Gen der Notch-Signalkaskade, welches durch die Überexpression von COUP-TFII in
HUAEC reprimiert wurde, ist EphrinB2. Dieses Gen steht als letztes Glied der Notch-
Signalkaskade direkt unterhalb von Hey2. Diese Ergebnisse legen nahe, dass COUP-TFII
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sich direkt auf die Expression von Hey2 auswirkt. COUP-TFII ist ein Transkriptionsfak-
tor, der an imperfekte Wiederholungen der Sequenz AGGTCA bindet104,105,107–109,171,172.
Daher wurde die Hypothese aufgestellt, dass COUP-TFII direkt an den Hey2-Promotor
bindet und dadurch die Expression von Hey2 reprimiert. Durch Computeranalyse wurde
im Hey2-Promotor an Position -1.268 – -1.263 upstream vom ATG-Startkodon eine
potenzielle COUP-TFII-Bindestelle identifiziert. Durch zwei unabhängige Methoden
(ChIP und EMSA) konnte bestätigt werden, dass COUP-TFII tatsächlich direkt an den
Hey2-Promotor bindet.
Hey2 reguliert die Expression von EphrinB2
Nach Überexpression von COUP-TFII in HUAEC wurde die Expression von EphrinB2
um ca 50% reduziert. Dies könnte durch einen direkten Einfluss von COUP-TFII auf
die Expression von EphrinB2, oder indirekt durch die Reduktion der Hey2 Expression
verursacht werden. Um eine dieser Möglichkeiten auszuschließen, wurde die Expression
von Hey2 in arteriellen Endothelzellen durch shRNA reprimiert, ohne die COUP-TFII
Expression zu beeinflussen. In diesen Zellen war die EphrinB2 Expression ebenfalls
um 50% reduziert. Dies zeigt, dass EphrinB2 nicht durch einen direkten Einfluss von
COUP-TFII reprimiert wurde, sondern indirekt durch eine verminderte Menge an Hey2-
Protein. Dieses Ergebnis bestätigt eine Studie von Fischer et al.78, die gezeigt hat,
dass in Hey2/Hey1 knock-out Mäusen die Expression von EphrinB2 reduziert wird.
Überraschend war jedoch, dass die Expression von EphrinB2 in mit shHey2 transdu-
zierten HUAEC nur ca. 50% betrug, obwohl Hey2 in diesen Zellen fast vollständig
reprimiert wurde. Auch eine kombinierte Überexpression von COUP-TFII und Repres-
sion von Hey2 (siehe Abschnitt 5.3) konnte die Expression von EphrinB2 nicht unter
50% der Expression in behandelten HUAEC bewegen. Dies deutet darauf hin, dass
EphrinB2 durch weitere Faktoren reguliert wird, die unabhängig von Hey2 eine basale
Expression von 50% des physiologischen Wertes in arteriellen Endothelzellen sichern.
Es ist unwahrscheinlich, dass dieser Faktor Hey1 ist, da in mit shHey2 transduzierten
HUAEC auch die Expression von Hey1 stark reduziert wurde.
Interaktion zwischen Hey2 und Hey1
Die Reduktion der Expression von Hey2 nach Überexpression von COUP-TFII hatte
keinen Einfluss auf die Expression von Hey1. Allerdings führte die Repression von
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Hey2 durch shHey2 — ebenso wie die kombinierte Überexpression von COUP-TFII
und Repression von Hey2 — zu einer starken Herabregulation der Expression von Hey1.
Es liegt nahe, diese Diskrepanz durch einen möglichen off-target Effekt der shRNA
gegen Hey2 zu erklären, da Hey1 und Hey2 in der Aminosäuresequenz 50% Homologie
aufweisen75. Allerdings ist die Homologie der beiden Gene auf mRNA Ebene sehr gering
und es gibt nur eine 8 bp lange Übereinstimmung zwischen den verwendeten short
hairpin Sequenzen und der Sequenz der Hey1 mRNA (freundliche Information von
Sigma-Aldrich, Heidelberg). Daher ist unwahrscheinlich, dass die verwendeten short
hairpins gegen Hey2 auch die Expression von Hey1 beeinflussen. Andererseits könnte die
Diskrepanz auch dadurch erklärt werden, dass die unvollständige Repression von Hey2
durch COUP-TFII — im Gegensatz zu der fast vollständigen Repression durch shHey —
nicht ausgereicht hat, um die Expression von Hey1 messbar zu beeinflussen. Dies würde
bedeuten, dass schon geringe Mengen von Hey2 genügen, um Hey1 zu induzieren. Dies
ist ein sehr interessanter Effekt, da bisher angenommen wurde, dass Hey2 und Hey1
auf der gleichen Stufe in der Notch-Signalkaskade stehen70,78,91. Die in dieser Arbeit
gezeigte Beeinflussung von Hey1 durch Hey2 könnte erklären, warum Hey2 knock out
Mäuse einen schwerwiegenderen Phänotyp zeigen, als Hey1 knock outs 70,96,99. Bisher
wurde angenommen, dass das Fehlen von Hey1 durch andere Hey Gene kompensiert
wird70. Allerdings konnte auch in Hey1/HeyL double-knock-out Mäusen keine höhere
Expression von Hey2 beobachtet werden173. Die hier gezeigten Ergebnisse könnten diese
Diskrepanz erklären, da eine Deletion von Hey2 gleichzeitig auch eine Repression von
Hey1 bewirken könnte.
7.3 Genmodulation in humanen primären venösen Endo-
thelzellen - HUVEC
Es ist bisher wenig darüber bekannt, wie venöse Endothelzellen ihren Phänotyp steuern
und aufrechterhalten. Eine Supression der Notch-Signalkaskade führt zu einer Repression
der arteriellen Markergene Hey2 und EphrinB2 und gleichzeitig zu einer Induktion der
venösen Marker COUP-TFII und EphB423,79. Dies deutet darauf hin, dass COUP-TFII
in venösen Endothelzellen die Notch-Signalkaskade reprimiert und für eine venöse
endotheliale Identität sorgt95. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob in ausdifferenzierten
primären venösen Endothelzellen eine Reprogrammierung der Genexpression durch
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Expression des arteriellen Markers Hey2 oder durch Repression des venösen Markers
COUP-TFII erreicht werden kann.
Hey2 kann die Reprogrammierung von HUVEC nicht induzieren
Um zu testen, ob Hey2 in venösen Endothelzellen einen Einfluss auf die COUP-TFII
Expression hat, wurden HUVEC mit einem lentiviralen Vektor für Hey2 transduziert.
Die Expression des arteriellen Markergens Hey2 in HUVEC hatte keinen Einfluss auf
die Expression des venösen Markergens COUP-TFII. Auch die Expression der Gene
Nrp1, Dll4 und Notch4 war unverändert. Dies bedeutet, dass sowohl COUP-TFII, als
auch die upstream Gene von Hey2 in venösen Endothelzellen durch andere Mechanismen
gesteuert werden. Interessanterweise konnte auch die Expression von EphrinB2 durch
eine Überexpression von Hey2 in HUVEC nicht gesteigert werden, obwohl EphrinB2 ein
Zielgen von Hey2 in der Notch-Signalkaskade ist23,40,78–81. Das wurde auch in HUAEC
bestätigt (siehe Abschnitt 7.2). Wahrscheinlich ist für die Induktion der EphrinB2
Expression neben Hey2 noch ein zusätzlicher Faktor aus der Notch-Signalkaskade
notwendig, oder ein anderer Faktor in HUVEC verhindert eine Aktivierung von EphrinB2
durch Hey2. Obwohl Hey2 in arteriellen Endothelzellen ein sehr wichtiger und für das
Überleben notwendiger Transkriptionsfaktor ist, hatte eine Expression von Hey2 in
HUVEC keinen Einfluss auf die Genexpression der Notch-Signalkaskade und konnte
keine Reprogrammierung in Richtung arterieller Endothelzellen bewirken.
Hey2 ist ein Repressor von Hey1 in HUVEC
Ein sehr überraschender Effekt der Überexpression von Hey2 in HUVEC war die
starke Herabregulation von Hey1. Dies ist eine kontroverse Auswirkung von Hey2 im
Vergleich zu HUAEC. Während Hey2 in HUAEC als positiver Induktor von Hey1
fungierte, war sein Einfluss auf Hey1 in HUVEC stark reprimierend. Diese Diskrepanz
könnte durch eine Koregulation mit verschiedenen Kofaktoren, die in HUAEC und
HUVEC unterschiedlich exprimert sind, erklärt werden. Diese Interpretation wurde
durch Experimente bestätigt, bei denen in HUVEC sowohl Hey2 überexprimiert, als
auch COUP-TFII reprimiert wurde. In diesen Zellen konnte keine Herabregulation von
Hey1 beobachtet werden. Der negative Effekt der Hey2 Überexpression auf die Hey1
Expression in HUVEC konnte also durch eine Reduktion von COUP-TFII verhindert
werden. Dies deutet darauf hin, dass für die beobachtete starke Repression von Hey1
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in HUVEC die Expression von Hey2 nicht ausreicht, sondern das Vorhandensein von
COUP-TFII notwendig ist. Interessanterweise könnten diese Daten bedeuten, dass Hey2
und COUP-TFII als Kofaktoren fungieren.
Reduktion von COUP-TFII ist nicht ausreichend, um Hey2 Expression
zu induzieren
Da COUP-TFII ein Markergen für venöse Endothelzellen ist95, wurde die Frage gestellt,
ob die Hey2 Expression aktiviert werden kann, wenn COUP-TFII ausgeschaltet wird.
Hierfür wurden HUVEC mit lentiviralen Vektoren für shCOUP-TFII transduziert.
Die Reduktion von COUP-TFII bewirkte keine Aktivierung der Expression von Hey2.
Dies ist scheinbar ein Widerspruch zu dem Ergebnis, dass COUP-TFII in arteriellen
Endothelzellen die Expression von Hey2 direkt reprimiert. Allerdings wurde COUP-TFII
in venösen Endothelzellen nur zu ca. 50% reduziert. Vermutlich war auch diese Menge
an COUP-TFII in venösen Endothelzellen ausreichend, um eine Repression von Hey2 zu
bewirken. Dies ist umso wahrscheinlicher, da die anderen Gene der Notch-Signalkaskade
in diesen Zellen nur in geringen Mengen exprimiert waren.
Repression von COUP-TFII induziert die Expression von EphrinB2
Im Gegensatz zu Hey2 wurde die Expression von EphrinB2 durch COUP-TFII Re-
pression induziert. Dies ist ein überraschender Effekt, da EphrinB2 ein Zielgen von
Hey223,40,78–81 ist (siehe auch Abschnitt Hey2 reguliert die Expression von EphrinB2).
Eine COUP-TFII Reduktion von 50% konnte eine starke Induktion von EphrinB2
verursachen. Dieser Effekt wurde nicht in mit LV COUP-TFII transduzierten HUAEC
beobachtet. Wahrscheinlich wird die Repression von EphrinB2 durch COUP-TFII in
venösen Endothelzellen in Kooperation mit einem Kofaktor durchgeführt.
EphB4 kompensiert COUP-TFII Reduktion
EphB4 ist ein Markergen in venösen Endothelzellen. Es wurde vermutet, dass es von
COUP-TFII reguliert wird16,95. In mit LV shCOUP-TFII transduzierten HUVEC wurde
eine Induktion von EphB4 beobachtet. Dies könnte bedeuten, dass COUP-TFII die
Expression von EphB4 negativ beeinflusst. Das die Expression von EphB4 als venösem
Markergen16 durch die Expression eines anderen venösen Markergenes reprimiert wird,
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ist jedoch unwahrscheinlich. Wahrscheinlicher ist, dass es sich in diesem Fall um einen
Kompensationsmechanismus handelt.
COUP-TFII ist ein Repressor von Dll4
Sehr interessant war das Ergebnis, dass durch die Repression von COUP-TFII in
HUVEC keine Veränderung der Notch4 Expression beobachtet wurde. Hier könnte die
Ursache sein, dass die COUP-TFII Repression durch shCOUP-TFII nur 50% betrug und
auch geringe Menge an COUP-TFII ausreichend sind, um Notch negativ zu regulieren.
Im Gegensatz wurde die Expression des Notch4 Liganden Dll4 stark induziert. Dieser
Effekt scheint dosisabhängig von COUP-TFII zu sein. Je weniger an COUP-TFII Menge
vorhanden war (72 h nach der Transduktion), desto stärker wurde Dll4 induziert. Die
Notch-Signalkaskade wird durch das Binden des Liganden Dll4 in der Nachbarzelle
aktiviert (trans-activation). Wenn COUP-TFII den Ligand Dll4 reprimiert, würde dies
bedeuten, dass COUP-TFII die Differenzierung der Nachbarzelle steuert. Neben dieser
trans-activation ist auch eine Steuerung der Signalkaskaden durch cis-activation bekannt,
in denen Dll4 Liganden innerhalb derselben Zelle aktivieren174–179. Duarte et al.180
haben gezeigt, dass Dll4 entscheidend für die vaskuläre Entwicklung ist. Dll4 knock-out
Mäuse zeigen den gleichen Phänotyp, wie Notch4 knock-out Mäuse. In beiden knock-outs
ist EphrinB2 stark reprimiert. Dies könnte bedeuten, dass Dll4 durch die Aktivierung der
Notch-Signalkaskade eine essentielle Rolle spielt. Die Ergebnisse in dieser Arbeit zeigen,
dass COUP-TFII in HUVEC ein Repressor von Dll4 ist. Dies könnte bedeuten, dass
COUP-TFII die venöse Identität durch die Regulation der Dll4 Expression sichern würde.
Mit der Repression von COUP-TFII bewegten sich Dll4 und EphrinB2 Expression in
Richtung des arteriellen Phänotyps. Daher wäre COUP-TFII eines der Zielgene für die




Arteriosklerose führt zu schwerwiegenden klinischen Komplikationen bei Herz-Kreislauf-
erkrankungen, welche die führenden Todesursachen in den westlichen Industrieländern
sind. Die Arteriosklerose ist typischerweise eine Erkrankung arterieller Gefäße und
betrifft nicht die venöse Gefäßwand. Bei der Entstehung von Arteriosklerose spielen die
Endothelzellen als Barrierezellen und Regulatoren der Gefäßfunktion eine Schlüsselrolle.
Ein wichtiger Schwerpunkt der Forschung ist die Differenzierung der Endothelzellen.
Arterielle und venöse Endothelzellen weisen schon im frühen Embryonalstadium unter-
schiedliche Phänotypen auf. Ein besseres Verständnis der arterio-venösen Differenzierung
wäre von großer Bedeutung für antiarteriosklerotische Therapien. Darüber hinaus könnte
eine Reprogrammierung (z.B. von Vene in Arterie) entscheidend für neue Therapie-
ansätze bei der Senkung der Restenoserate venöser Bypässe von Patienten mit koronarer
Herzkrankheit und bei AV-Shunt-Operationen von dialysepflichtigen Patienten sein.
In dieser Arbeit wurden differenzierte humane primäre arterielle und venöse Endo-
thelzellen nach Genmodulation untersucht. Der Fokus der Genmodulation wurde auf
das arterielle Markergen Hey2 und auf das venöse Markergen COUP-TFII gelegt. Das
arterielle Markergen Hey2 ist ein Zielgen der Notch-Signalkaskade, während der mole-
kulare Mechanismus der Rolle von COUP-TFII bei der venösen Differenzierung noch
nicht bekannt ist. Daher wurde der Einfluss des arteriellen Markergens Hey2 und des
venösen Markergens COUP-TFII auf die Notch-Signalkaskade untersucht, um ein besse-
res Verständnis über die molekularen Mechanismen der arterio-venösen Differenzierung
zu gewinnen.
Da humane primäre Endothelzellen mit kommerziell verfügbaren Transfektionsmit-
teln schwer transfizierbar sind, wurde zunächst ein lentivirales Vektorsystem etabliert.
Hiermit wurde eine erfolgreiche und stabile Genexpression bzw. Genrepression in arteri-
ellen und venösen Endothelzellen ermöglicht.
Die Genmodulationen in arteriellen Endothelzellen, die durch die Expression des
venösen Markergen COUP-TFII bzw. durch die Repression des arterellen Markergen
Hey2 verursacht wurden, führten zu der neuen Erkenntnis, dass das venöse Markergen
COUP-TFII in arteriellen Endothelzellen als ein Repressor des arteriellen Markergens
Hey2 fungiert. Diese Repression wird durch eine direkte Bindung von COUP-TFII an den
Hey2-Promotor vermittelt. Die COUP-TFII Expression bewirkte keine Veränderung in
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der Expression von Notch4, Dll4 und Nrp1. Dies könnte bedeuten, dass (i) COUP-TFII in
arteriellen Endothelzellen kein Regulator von diesen Genen ist, (ii) Kooperationspartner
von COUP-TFII fehlen, die in arteriellen Endothelzellen nicht vorhanden sind, oder (iii)
der molekulare Mechanismus dieser Gene aufgrund seiner wichtigen Rolle nicht durch die
Modifikation eines einzigen Gens beeinflussbar ist, da die Gene der Notch-Signalkaskade
redundant kontrolliert werden.
In venösen Endothelzellen wurden Genmodulationen durch Expression des arteriellen
Markergens Hey2 bzw. durch die Repression des venösen Markergens COUP-TFII
durchgeführt. Eine Expression des arteriellen Markergens Hey2 in venösen Endothelzellen
konnte nicht die Expression der Gene der Notch-Signalkaskade aktivieren. Dies bedeutet,
dass die Regulation dieser Gene durch einen übergeordneten molekularen Mechanismus
gesichert ist. Interessanterweise konnte die Expression von Hey2 eine Reduktion der
Hey1 Expression bewirken. Dies ist ein alternativer Effekt von Hey2 im Vergleich zu
arteriellen Endothelzellen. Eine Repression des venösen Markergens COUP-TFII konnte
die Expression der Gene Dll4, EphrinB2 und EphB4 induzieren. Vermutlich ist die
Induktion der EphB4 Expression ein Kompensationsmechanismus auf die reduzierte
COUP-TFII Expression. COUP-TFII sichert den venösen Phänotyp wahrscheinlich
durch die Repression von EphrinB2 und Dll4, wobei die Reduktion von Dll4 vermutlich
eine größere Bedeutung hat. Da Dll4 ein Ligand und Aktivator der Notch-Signalkaskade
ist, ist seine Repression entscheidend für venöse Endothelzellen.
Das arterielle Markergen Hey2 ist für die normale Embryogenese von großer Bedeu-
tung, jedoch ist Hey2 als eines der Zielgene der Notch-Signalkaskade wahrscheinlich nicht
in der Lage, molekulare Mechanismen, die zu unterschiedlichen endothelialen Phänotypen
führen, zu aktivieren. Um arterielle Endothelzellen zu einem Reprogramming zu bewe-
gen, wären wahrscheinlich Genmodulationen der Mitglieder der Notch-Signalkaskade,
die upstream von Hey2 liegen, nötig. Hingegen ist die Rolle des venösen Markergens
COUP-TFII in der Regulation der arterio-venösen Differenzierung von entscheidender
Bedeutung. COUP-TFII spielt eine direkte Rolle in der Aufrechterhaltung der venösen
Identität. Die Repression von COUP-TFII in venösen Endothelzellen bewirkt, dass
sich die Expression des Gens Dll4, das die Notch-Signalkaskade aktiviert, in Richtung
des arteriellen Expressionsniveaus bewegt. Für eine Reprogrammierung der venösen
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[143] I. Sörensen, R. H. Adams, and A. Gossler. DLL1-mediated Notch activation regulates
endothelial identity in mouse fetal arteries. Blood, 113(22):5680–8, May 2009.
[144] L. Coultas, K. Chawengsaksophak, and J. Rossant. Endothelial cells and VEGF in
vascular development. Nature, 438(7070):937–45, Dec 2005.
[145] J. Folkman. Angiogenesis: an organizing principle for drug discovery? Nat Rev Drug
Discov, 6(4):273–86, Apr 2007.
[146] J. Folkman. Angiogenesis: initiation and control. Ann N Y Acad Sci, 401:212–27, 1982.
[147] J. Folkman and P. A. D’Amore. Blood vessel formation: what is its molecular basis?
Cell, 87(7):1153–5, Dec 1996. 11
[148] K. J. Livak and T. D. Schmittgen. Analysis of relative gene expression data using real-
time quantitative PCR and the 2(-Delta Delta C(T)) Method. Methods, 25(4):402–8,
Dec 2001. 23
[149] M. W. Pfaffl. A new mathematical model for relative quantification in real-time
RT-PCR. Nucleic Acids Res, 29(9):e45, May 2001.
[150] J. Vandesompele, K. De Preter, F. Pattyn, B. Poppe, N. Van Roy, A. De Paepe, and
F. Speleman. Accurate normalization of real-time quantitative RT-PCR data by geo-
metric averaging of multiple internal control genes. Genome Biol, 3(7):RESEARCH0034,
Jun 2002. 23
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